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Εισαγωγή
Η ελιά, και το λάδι που παράγεται από τον 
καρπό της, αποτελούν τα σημαντικότερα 
προϊόντα παραγωγής της λεκάνης της 
Μεσογείου εδώ και μερικές χιλιάδες 
χρόνια. Ολόκληροι πολιτισμοί ήκμασαν στο 
παρελθόν χάρη στην εμπορία του λαδιού, 
στοιχείο που στιγμάτισε την πολιτιστική και 
πολιτισμική παράδοση κάποιων λαών. Οι 
αρχαίοι Έλληνες είχαν την ελιά ως το ιερό 
τους δέντρο και αξίζει να αναφερθεί ότι 
στους Ολυμπιακούς αγώνες δινόταν ως 
έπαθλο και στόλιζε την Ακαδημία του 
Πλάτωνα.
Η καλλιέργεια της ελιάς συνεχίστηκε, 
τρέφοντας και εξασφαλίζοντας οικονομικά 
πολλές γενεές μέχρι σήμερα. Είναι ένα 
φυτό που προσαρμόζεται άριστα στις 
κλιματολογικές συνθήκες της Μεσογείου 
και μέχρι σήμερα αποτελεί το κύριο 
γεωργικό προϊόν που παράγεται αλλά και 
εξάγεται σε τρίτες χώρες. Η καλλιέργεια της 
ελιάς είναι αρκετά εύκολη και ο τρόπος 
παραλαβής και επεξεργασίας του καρπού 
για την παραγωγή ελαιολάδου παραμένει ο 
ίδιος εδώ και χιλιάδες χρόνια. Η Ελλάδα 
είναι τρίτη σε όγκο παραγωγής ελαιολάδου 
χώρα στον κόσμο (μετά την Ιταλία και την 
Ισπανία ), καλύπτει δε το 20,6% της 
παραγωγής της ΕΕ. Όσον αφορά την 
παγκόσμια κατανάλωση ελαιολάδου, αυτή 
ανέρχεται σε 1.640χ103 τόνους (Πετούσης, 
2002).
Η ευρωστία και η παραγωγικότητα του 
δέντρου διαταράσσεται είτε λόγω της 
προσβολής του από πλήθος ασθενειών, 
κυρίως μυκητολογικής προελεύσεως είτε 
λόγω δράσης παρασίτων και εντόμων. 
Πρέπει να σημειωθεί ότι η μόνη 
βακτηριακή πάθηση είναι ο καρκίνος της 
ελιάς. Οι εχθροί της ελιάς είναι κυρίως 
έντομα, όπως ο πυρηνοτρήτης (Prays 
oleae), ο οποίος προκαλεί ζημιές στα 
φύλλα, τα άνθη και τους καρπούς, ο θρίπας 
(Liothrips oleae), ο οποίος προσβάλει τους
βλαστούς και τα φύλλα και συνήθως 
προκαλεί ανθόρροια, παραμόρφωση των 
καρπών και πτώση τους ή η μαργαρόνια 
(Palpita unionalis), η οποία προσβάλει τα 
φύλλα.
Εικόνα 1: "Το δέντρο της ελιάς"
Ο σημαντικότερος, όμως, εντομολογικός 
εχθρός της ελιάς είναι ο δάκος Bactrocera 
oleae (ο οποίος στο παρελθόν ονομαζόταν 
Dacus oleae), που εμφανίζεται στη λεκάνη 
της Μεσογείου, τη βόρεια, ανατολική και 
νότια Αφρική, Μέση Ανατολή, βόρεια Ινδία, 
βορειοδυτικό Πακιστάν και όπου αλλού 
υπάρχει ελαιόδεντρο στο Ανατολικό 
ημισφαίριο. Πρόσφατα εντοπίστηκε και 
στην Καλιφόρνια. Ο ρυθμός αύξησης του 
πληθυσμού του εντόμου εντείνεται στα 
σημεία της καλλιέργειας με μεγαλύτερη 
υγρασία, ενώ εντοπίζεται λιγότερο στις 
περιοχές που είναι ζεστές και ξηρές. Τόσο 
τα ενήλικα έντομα όσο και οι κάμπιες, είναι 
σε θέση να προκαλέσουν ζημιές. Η 
προνύμφη του δάκου τρέφεται μέσα στον 
καρπό, καταστρέφοντας το σαρκώδες 
μέρος του και επιτρέποντας την εισχώρηση 
δευτερευόντων βακτηρίων και μυκήτων 
που προκαλούν σήψη στον καρπό και 
υποβαθμίζουν την ποιότητα και τη γεύση 
της ελιάς. Η σίτιση του εντόμου από τον 
καρπό προκαλεί την πρόωρη πτώση του
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καρπού και υποβαθμίζει την ποιότητα τόσο 
της επιτραπέζιας ελιάς όσο και την 
παραγωγή ελαιόλαδου.
Η μεγάλη οικονομική σημασία της 
ελαιοκαλλιέργειας κάνει επιτακτική την 
ανάγκη ανεύρεσης μεθόδων αντιμετώπισης 
των ασθενειών και των εχθρών που 
επιβαρύνουν το δέντρο της ελιάς, που θα 
εμφανίζουν άμεσα αποτελέσματα στην 
παραγωγή και βελτίωση της ποιότητας του 
ελαιόλαδου, αλλά και στο χρόνο ζωής και 
την φυσική κατάσταση του δέντρου.
1.1 Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae
Ο δάκος της ελιάς ανήκει στα μικρά 
φτερωτά αρθρόποδα, και συγκεκριμένα 
στην οικογένεια Tephritidae των Δίπτερων 
και θεωρείται το καταστρεπτικότερο 
έντομο της ελαιοκομίας (Rodanakis and 
Alissandrakis).
1.1. α Μορφολογία
To τέλειο έντομο έχει μήκος 4-5 mm και 
άνοιγμα πτερύγων 12 mm. Η κεφαλή είναι
σφαιρική, χρώματος υποκίτρινου με
μεγάλους σύνθετους οφθαλμούς με
πράσινες μεταλλικές ανταύγειες. 0
θώρακας είναι κιτρινόφαιος και
διακρίνονται σε αυτόν τρεις στενές φαιές 
και επιμήκεις ταινίες που μερικές φορές 
είναι διακεκομμένες. Ο θυρεός είναι 
κίτρινος ή καστανός με κίτρινη κορυφή. 
Έχει δύο ζεύγη μεμβρανοειδών πτερύγων 
με μία καστανή κηλίδα στην κορυφή. Τα 
πόδια είναι ανοικτού κίτρινου χρώματος 
και η κοιλιά καστανοκίτρινη με δύο έως 
οκτώ σκοτεινόχρωμες κηλίδες που μερικές 
φορές δεν είναι ορατές ή λείπουν. Η 
προνύμφη είναι σκωληκόμορφη, άποδη και 
έχει μήκος 7-8 mm. Είναι λευκή με σώμα 
κυλινδρικό οξύληκτο προς το μέρος της 
κεφαλής και διανύει τρεις ηλικίες ως την 
νύμφωση. Η νύμφη είναι καστανή
βαρελοειδής με ελαφρά κατάτμηση και 
έχει μήκος 4-5mm. Το αυγό είναι λευκό 
ελλειψοειδές και έχει μήκος 7-8 mm.
Εικόνα 2: "Αρσενικό άτομο"
Τα θηλυκά έχουν μήκος 5 χιλ., άνοιγμα 
φτερών περίπου 10 χιλ. και διακρίνονται 
από τα αρσενικά από μια σκούρα σύνθεση 
στο άκρο του υπογαστρίου τους, που 
χρησιμεύει για να διατρυπούν τον 
ελαιόκαρπο και να εναποθέτουν εκεί τα 
αυγά. Συνήθως μόνο ένα αυγό 
εναποτίθεται ανά καρπό.
Εικόνα 3: "Θηλυκό άτομο"
1.1. b Βιολογικός Κύκλος
Ο βιολογικός κύκλος του εντόμου ποικίλει 
ανάλογα με τις καιρικές συνθήκες. 
Διαχειμάζει στο στάδιο της νύμφης στο 
έδαφος ή σε διάφορα καταφύγια. Τα 
πρώτα ενήλικα άτομα εμφανίζονται την 
περίοδο Απριλίου - Μάίου και έχουν την 
τάση να κατευθύνονται και να παραμένουν 
στα πιο ηλιόλουστα μέρη του δέντρου. 
Τρέφονται με τις σακχαρούχες ουσίες των 
ανθέων ή τα μελιτώδη εκκρίματα άλλων 
εντόμων.
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Εικόνα 4: "Δυναμική πληθυσμού"
Τα θηλυκά άτομα εναποθέτουν τα αυγά 
στον καρπό όταν αυτός έχει τουλάχιστον 
διάμετρο 7- 8 mm, περίπου την εποχή 
έναρξης σκλήρυνσης του πυρήνα. Το 
θηλυκό εναποθέτει ένα αυγό στον κάθε 
καρπό κάτω από το επικάρπιο ανοίγοντας 
μια οπή με τον ωοθέτη του. Τα νύγματα 
του δάκου στην επιφάνεια του καρπού 
εμφανίζονται καστανά με τριγωνικό σχήμα 
και στον ίδιο καρπό μπορούν αν 
εναποθέσουν τα αυγά τους και άλλα 
θηλυκά.
Εικόνα 5: "Ακμαίο άτομο δάκου σε πράσινο καρπό 
ελιάς"
Οι ώριμες προνύμφες των πρώτων γενεών 
που ζουν μέσα σε ανώριμους ακόμα 
καρπούς νυμφώνονται σε μία μικρή 
κοιλότητα σε επαφή με το επικάρπιο της 
ελιάς, ενώ εκείνες που βρίσκονται σε πιο 
ώριμους καρπούς, ανοίγουν μία οπή 
εξόδου από την οποία βγαίνουν και 
πέφτουν στο έδαφος όπου νυμφώνονται. 
Το έντομο πολλαπλασιάζεται ταχύτατα 
λόγω της μεγάλης γονιμότητας των 
θηλυκών και δίνει πολλές γενιές το χρόνο
(3 έως 6). Διαχειμάζει στο στάδιο της 
νύμφης στο έδαφος και ως προνύμφη ή 
ακμαίο σε καρπούς που παραμένουν το 
χειμώνα στα δέντρα της ελιάς. Έντονες 
εστίες προσβολής δάκου παραμένουν οι 
περιοχές όπου υπάρχουν αγριελιές καθώς 
και ποικιλίες που η συγκομιδή του καρπού 
συνεχίζεται μετά τα Χριστούγεννα ως την 
Άνοιξη.
Κάθε θηλυκός δάκος γεννά κατά μέσο όρο 
150 αυγά. Οι προνύμφες, που προέρχονται 
από την εκκόλαψη των αυγών, ανοίγουν 
στοές και κατατρώγουν τη σάρκα του 
καρπού που πέφτει πριν ολοκληρωθεί η 
ελαιογένεση και η ωρίμανσή του. Κάθε 
προνύμφη περνά από το στάδιο της 
νύμφης και μεταμορφώνεται σε ακμαίο 
έντομο. Την προσβολή του καρπού από το 
δάκο ακολουθεί δευτερογενής προσβολή 
από μύκητες (Macrophoma sp.) που 
προκαλούν τη γνωστή «ξεροβούλα» της 
ελιάς και υποβαθμίζει την ποιότητα του 
καρπού, ιδιαίτερα στις βρώσιμες ελιές. 
Υποβαθμισμένη είναι επίσης και η 
ποιότητα του λαδιού (μεγάλη οξύτητα) που 
παράγεται από λαδολιές με προσβολή 
δάκου (Ροδανάκης και Αλυσσανδράκης).
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Εικόνα 7: "Πληγή του επικαρπίου ως ένδειξη 
προσβολής του ελαιοκάρπου από ενήλικα άτομα"
Το κλίμα επηρεάζει τον κύκλο ζωής του 
δάκου κυρίως επειδή απαιτείται μια 
συγκεκριμένη θερμοκρασία και ένα 
ελάχιστο επίπεδο υγρασίας (πίνακας 1).
Στάδιο Περίοδος Φθινόπωρο·
Χειμώνας
Αυγό 2-3 μέρες 10 μέρες 
(φθινόπωρο)
Προνύμφη 10-13
μέρες
20 μέρες ή 
περισσότερο
Νύμφη 10 μέρες Μέχρι τους 4 
μήνες (νύμφες 
που
διαχειμάζουν)
Ενήλικο Μέχρι μερικούς μήνες
Πίνακας 1: "Κύκλος ζωής του δάκου Bactrocera 
oleae"
Η θερμοκρασία παίζει πολύ σημαντικό 
ρόλο στην βιωσιμότητα και στους ρυθμούς 
αναπαραγωγής του εντόμου. Η άριστη 
θερμοκρασία ανάπτυξης του δάκου είναι 
20°C και σε αυτήν ο βιολογικός κύκλος 
διαρκεί 20 ημέρες. Θερμοκρασίες πάνω 
από 28°C και κάτω από 15°C μειώνουν την 
δραστηριότητα του εντόμου ενώ η 
ανάπτυξη του ωαρίου γίνεται αδύνατη. Ο 
βιολογικός κύκλος στους 12°C διαρκεί 100 
ημέρες. Πάνω από 34°C οι ωοθήκες των 
θηλυκών δεν λειτουργούν κανονικά 
μειώνεται η δραστηριότητα των αρσενικών 
και αυξάνεται η θνησιμότητα των ακμαίων.
Ζημιές υφίστανται επίσης οι προνύμφες 
ενώ ευνοείται ο παρασιτισμός. Σημαντικό 
ρόλο στην βιολογία του δάκου παίζει η 
σχετική υγρασία. Σε τιμές πάνω από 90% 
και κάτω από 40% εμποδίζεται η παραγωγή 
των ωαρίων, ενώ σε σχετική υγρασία 60- 
90% βραχύνεται η ζωή των θηλυκών.
1.1.c Συμπτώματα και Ζημιές
Ο δάκος προκαλεί σοβαρές ζημιές γιατί 
κατατρώγει το μεσοκάρπιο της ελιάς που 
στην συνέχεια πέφτει. Οι στοές τις οποίες 
ανοίγουν οι προνύμφες στους άγουρους 
καρπούς εμφανίζονται εξωτερικά σαν 
σκούρες ελαιώδεις κηλίδες. Στα σημεία 
αυτά ο καρπός συρρικνώνεται και 
ξεραίνεται σε συνθήκες ξηρασίας ή σαπίζει 
όταν ο καρπός είναι υγρός. Η οπή ωοτοκίας 
του δάκου βοηθά την εγκατάσταση 
μυκήτων που προξενούν δευτερογενείς 
προσβολές, όπως του Sphaeropsis 
dalmatica. Μια προνύμφη καταναλώνει το 
1/5- 1/4 ενός καρπού μέσου μεγέθους 
εκτός από την ποσοτική, επέρχεται και η 
ποιοτική καταστροφή με την υποβάθμιση 
της ποιότητας του λαδιού. Οι οπές εξόδου 
διευκολύνουν την εγκατάόταση μυκήτων 
με συνέπεια την υδρόλυση και αύξηση της 
οξύτητας του λαδιού. Επίσης, η έκθεση του 
λαδιού στον ατμοσφαιρικό αέρα 
συνεπάγεται την οξείδωση του. Σε έντονη 
προσβολή αλλοιώνονται οι οργανοληπτικοί 
χαρακτήρες (γεύση και χρώμα) του 
προϊόντος που παράγεται λόγω της 
παρουσίας των προνυμφών μέσα στους 
καρπούς.
Εικόνα 8: "Προνύμφες του δάκου ατο
εσωτερικό του καρπού της ελιάς"
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Το ύψος των ζημιών που προκαλούνται 
μπορεί να φθάσει το 80 % της παραγωγής 
κάτω από ευνοϊκές για την ανάπτυξη του 
εντόμου συνθήκες και αν δεν εφαρμοστούν 
μέτρα καταπολέμησής του. Συνήθως όμως 
τα ποσοστά ζημιών περιορίζονται γύρω στο 
5% με τις μεθόδους αντιμετώπισης που 
εφαρμόζονται σήμερα (Demetzos, 2005).
Εικόνα 9: "Προσβολή από δάκο, Bactrocera oleae σε 
ώριμους καρπούς ελιάς"
l.l.d Αντιμετώπιση
Ο έλεγχος των φυσικών πληθυσμών του 
εντόμου βασίζεται σε χημικές εφαρμογές, 
υπό την μορφή εντομοκτόνων. Η χρήση 
τους διακρίνεται είτε σε προληπτικό 
επίπεδο με εφαρμογή πρωτεϊνούχων 
δολωματικών ραντισμάτων που περιέχουν 
ένα οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο είτε 
σε καθολικό θεραπευτικό ράντισμα με 
πλήρη κάλυψη των ελαιοδέντρων με το 
κατάλληλο εντομοκτόνο
(οργανοφωσφορικά). Με τα προληπτικά 
ραντίσματα επιδιώκεται να θανατωθούν τα 
ενήλικα πριν αποθέσουν τα αυγά τους στον 
καρπό, ενώ με τα θεραπευτικά ραντίσματα 
επιδιώκεται η θανάτωση των προνυμφών 
που ήδη βρίσκονται μέσα στη σάρκα. 
Σήμερα, όμως, οι σύγχρονες απαιτήσεις 
των καταναλωτών, αλλά και οι αυστηρές 
οδηγίες της Ευρωπαϊκής Ένωσης για την 
παραγωγή προϊόντων χωρίς υπολείμματα 
χημικών φυτοπροστατευτικών προϊόντων, 
οδηγούν στη χρήση βιολογικών μεθόδων 
καταπολέμησης του δάκου, με απαραίτητη 
προϋπόθεση τη μη χρήση χημικών ουσιών.
Έτσι, τη σκυτάλη από τις χημικές ουσίες 
δείχνουν ότι παίρνουν ο βιολογικός 
έλεγχος, όπου η εξάλειψη του δάκου 
γίνεται μετά από προσβολή του από 
παρασιτικές σφήκες και οι δακοπαγίδες, οι 
οποίες έχουν στόχο τη μαζική παγίδευση 
του εντόμου. Υπάρχουν πολλοί τύποι 
παγίδων, άλλες αρκετά και άλλες λιγότερο 
αποτελεσματικές, που εκμεταλλεύονται 
διάφορα ερεθίσματα για να προσελκύσουν 
το έντομο και να παγιδευτεί εκεί. Υπάρχουν 
παγίδες, οι οποίες χρησιμοποιούν 
ερεθίσματα φαγητού ή οπτικά ερεθίσματα 
(εικόνα 10), όπου γίνεται χρήση κολλώδων 
υλικών όπως επίσης και παγίδες που έχουν 
ως δόλωμα τη φερορμόνη.
Εικόνα 10:" Mcphail trap"
Οι τελευταίες χρησιμοποιούνται σε 
περιόδους αναπαραγωγής του εντόμου 
(Economopoulos et al, 1986). Για 
μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα κρίνεται 
αναγκαία η χρήση παραπάνω του ενός 
τύπου παγίδας (Katsoyannos, 1992).
Στα πλαίσια καταπολέμησης του Bactrocera 
oleae και προστασίας των καλλιεργειών της 
ελιάς εναλλακτικά προτείνεται η χρήση της 
περιβαλλοντικά φιλικής τεχνικής στείρωσης 
των εντόμων (Sterile Insect Technique, SIT). 
Η μέθοδος αυτή συνιστά την 
απελευθέρωση μεγάλου αριθμού 
αρσενικών στείρων ατόμων (κατόπιν 
εφαρμογής ακτινοβολίας γ ή X) στη φύση 
με ελεγχόμενο τρόπο, τα οποία 
ανταγωνίζονται τα αρσενικά άτομα αγρίου 
τύπου κατά τη σύζευξή τους με τα θηλυκά, 
μειώνοντας την αναπαραγωγή του 
πληθυσμού. Τα αρσενικά αυτά άτομα είναι 
ικανά προς σύζευξη και μεταφορά
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σπέρματος, όμως το σπέρμα αυτό καθ' 
αυτό αδυνατεί να δώσει γένεση σε 
απογόνους και αν προκόψουν κάποια 
άτομα θα πεθάνουν πρόωρα πριν 
ολοκληρωθεί η ανάπτυξη τους λόγω των 
προκαλούμενων από την ακτινοβόληση 
χρωμοσωμικών δομικών αλλαγών 
(Robinson, 2002). Όταν τα εργαστηριακά 
αρσενικά άτομα απελευθερωθούν στο 
περιβάλλον και ζευγαρώσουν με τα θηλυκά 
άτομα αγρίου τύπου, δεν παράγονται 
απόγονοι. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την 
καταστολή του πληθυσμού αγρίου τύπου 
(Augustinos et al., 2008).
Οι βιολογικοί μέθοδοι ελέγχου, όπως αυτή 
της τεχνικής στείρωσης των εντόμων (SIT) 
αναπτύχθηκαν με στόχο την βελτίωση της 
αποτελεσματικότητας της διαχείρισης των 
επιβλαβών εντόμων. Η μέθοδος SIT μπορεί 
θεωρητικά να εφαρμοστεί στα 
περισσότερα είδη εντόμων,
εξασφαλίζοντας έναν ικανοποιητικό αριθμό 
εντόμων που μπορούν να ανατραφούν και 
να απελευθερωθούν στη συνέχεια στη 
φύση. Η τεχνική αυτή έχει αποδειχτεί ένα 
πολύτιμο εργαλείο για τον έλεγχο αρκετών 
πληθυσμών, συμπεριλαμβανομένου και 
του είδους Ceratitis capitata (Hendrichs et 
al., 1983).
Από την άλλη πλευρά, όμως, 
παρουσιάζονται προβλήματα καθώς τα 
εργαστηριακά έντομα εμφανίζουν γενετική 
αστάθεια. Δεδομένου της ανικανότητας να 
διακριθούν τα αρσενικά από τα θηλυκά 
άτομα, απελευθερώνονται εξίσου στη 
φύση και τα δυο φύλα. Παρόλο που τα 
θηλυκά είναι στείρα, καταφέρνουν και πάλι 
να καταστρέφουν τον καρπό. Ανοίγουν και 
πάλι οπές για την εναπόθεση των αυγών, 
αφήνοντας τον καρπό ανοιχτό και 
εκτεθειμένο σε μολύνσεις από μύκητες. 
Επίσης, τα εργαστηριακά έντομα όταν 
απελευθερωθούν στη φύση αδυνατούν να 
ανταγωνιστούν τα έντομα αγρίου τύπου και 
τελικά εκτοπίζονται
Το γεγονός αυτό οδηγεί στην ανάγκη 
δημιουργίας μιας αποτελεσματικής και
απλής μεθόδου, όπου θα επιτρέπει τον 
φυλοδιαχωρισμό των ατόμων σε εμβρυϊκό 
στάδιο, δίχως την πολύπλοκη επέμβαση 
στο γονιδίωμα των εντόμων, και τελικά την 
ελεγχόμενη απελευθέρωση αρσενικών 
μόνο ατόμων στο περιβάλλον.
1.2 Φυλοδιαχωρισμός στο δάκο, 
Bactrocera oleae
Στο τέλος του 19ου αιώνα, παρατηρήθηκε 
από τον H.Henking, η παρουσία 
"σωμάτων", που παρουσίαζαν σκούρες 
περιοχές (darkly- staining body) στα 
αρσενικά άτομα, τα οποία 
συμπεριφέρονταν διαφορετικά από ότι τα 
άλλα χρωμοσώματα κατά τη διάρκεια της 
μείωσης. Αναφέρθηκε στο χρωμοσωμικό 
αυτό σώμα ως "X" θέλοντας να περιγράφει 
την μυστηριώδη φύση του. Στις αρχές του 
1900, ο Ε.Β.Wilson παρατήρησε διαφορές 
στα χρωμοσώματα των φύλων σε διάφορα 
είδη εντόμων της οικογένειας Hemiptera. 
Πιο συγκεκριμένα, παρατήρησε δύο 
πιθανούς τύπους χρωμοσωμάτων στα 
αρσενικά άτομα. Στον πρώτο τύπο, τα 
αρσενικά περιλάμβαναν από ένα ζευγάρι 
ετερομορφικών χρωμοσωμάτων, το οποίο 
κατά τη διάρκεια της μείωσης, 
διαχωριζότανε σε δύο διαφορετικά 
θυγατρικά κύτταρα. Στον δεύτερο τύπο, τα 
αρσενικά άτομα είχαν ένα από αυτά τα 
ετερομορφικά χρωμοσώματα, ενώ τα 
θηλυκά είχανε δύο. Ο Wilson, αργότερα, 
αναφέρθηκε συλλογικά σε αυτά τα 
ετερομορφικά χρωμοσώματα ως τα 
"χρωμοσώματα φύλου" και ιδιαιτέρως 
μίλησε για "X χρωμόσωμα" και για "Υ 
χρωμόσωμα" (Mittwoch, 1967). Ήταν τότε 
που άρχισε να γίνεται γνωστό, σε μερικά 
είδη, ότι δεν είναι τα αρσενικά το 
ετερογαμετικό φύλο ούτε το X ή το Υ τα 
μοναδικά ετερομορφικά χρωμοσώματα. 
Στα ζώα, όπως είναι τα πουλιά, τα θηλυκά 
είναι το ετερογαμετικό φύλο, 
περιλαμβάνοντας τα Ζ και τα W
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χρωμοσώματα. Αυτά τα χρωμοσώματα 
είναι ετερομορφικά, με το W χρωμόσωμα 
να είναι κατά ένα μεγάλο μέρος 
ετεροχρωματικό και μικρότερο σε μέγεθος 
από το Ζ χρωμόσωμα (Solari, 1994).
1.2.α Μορφολογικά χαρακτηριστικά των 
φυλετικών χρωμοσωμάτων
Τα φυλετικά χρωμοσώματα X και Υ 
εμφανίζουν ευδιάκριτες μορφολογικές και 
γενετικές διαφορές αποδεικνύοντας ότι 
έχουν εξελιχθεί ανεξάρτητα σε πολλές 
ομάδες ζώων και φυτών (Bull 1983 και 
Charlesworth 1996). Ένα αξιοσημείωτο 
χαρακτηριστικό είναι η σχεδόν 
ολοκληρωτική εξάλειψη γονιδίων από το Υ 
χρωμόσωμα (ή W χρωμόσωμα στις ομάδες 
με θηλυκό ετερογαμέτη, χρησιμοποιείται 
όμως κάποιες φορές ο όρος Υ χρωμόσωμα 
και για τα δύο είδη συστημάτων), εκτός 
από κάποια γονίδια που σχετίζονται με 
ειδικές λειτουργίες του ετερογαμετικού 
φύλου. Η ύπαρξη ενός διαβρωμένου 
γενετικά Υ χρωμοσώματος σε πολλά taxa με 
διακριτά φυλετικά χρωμοσώματα 
συνδέεται με την αντιστάθμιση δόσης 
(dosage compensation) (Bull 1983 και 
Charlesworth 1996). Το πρώτο βήμα στην 
εξέλιξη των φυλετικών χρωμοσωμάτων 
πρέπει να έχει συμπεριληφθεί στην 
εγκαθίδρυση περιορισμένου
ανασυνδυασμού γονιδίων ανάμεσα σε ένα 
ζευγάρι πρώτο-Χ και πρώτο-Υ 
χρωμοσώματος (Muller, 1918) πιθανώς ως 
απάντηση στην ανάγκη να προληφθεί ο 
ανασυνδυασμός γονιδίων ανάμεσα σε 
γονίδια με πρωταρχικούς ρόλους 
φυλετικού διαχωρισμού, τα οποία 
μπορούσαν να οδηγήσουν σε γέννηση 
ατόμων ερμαφρόδιτων ή σεξουαλικά 
ανενεργών (στείρα άτομα) (Lewis 1942, 
Charlesworth & Charlesworth 1978 και 
Charlesworth 1996a). Παρόλα αυτά, ο 
φυλετικός διαχωρισμός σε πολλούς 
σύγχρονους οργανισμούς μπορεί μόνο να 
περιλαμβάνει διαφορά σε ένα μοναδικό
μείζων διακόπτη γονιδίων (Bull 1983). Ο 
διαχωρισμός αυτός μπορεί να αποτελεί την 
αρχική εξελικτική μετάβαση από τον 
ερμαφροδιτισμό ή τον περιβαλλοντικό 
φυλετικό διαχωρισμό σε ξεχωριστά φύλα. 
Αυτός ο διακόπτης πιθανόν να 
περιλαμβάνει αρκετούς γονιδιακούς 
τόπους καθορίζοντας το φυλετικό 
φαινότυπο (Westergaard 1958, 
Charlesworth & Charlesworth 1978 και 
Charlesworth 1996a).
Αν συμβεί ένας γενετικός φυλετικός 
διαχωρισμός, ο οποίος θα επιλέγει τα 
αλληλόμορφα που είναι πλεονεκτικά για τα 
αρσενικά άτομα αλλά μειονεκτικά για τα 
θηλυκά, μπορεί να οδηγήσει σε 
διαφοροποίηση ανάμεσα στα δύο φυλετικά 
χρωμοσώματα (Rice 1996). Αυτό προκαλεί 
την εντύπωση για περισσότερη εξέλιξη ενός 
εν τη γενέσει Υ χρωμοσώματος. Στο σημείο 
αυτό θα έπρεπε να τεθεί το ερώτημα γιατί 
αφού τα περισσότερα από τα γονίδια είχαν 
αρχικά εμφανιστεί και στα πρώτο- X και 
στα πρώτο-Υ χρωμοσώματα, τώρα έχουν 
πλέον εξαφανιστεί από τα Υ χρωμοσώματα. 
Η απάντηση πρέπει να εντοπίζεται στη 
δημιουργία ενός φράγματος μη 
ανασυνδυασμένων γονιδίων, το οποίο 
περιορίζει το ένα φύλο και δεν του 
επιτρέπει να μετατραπεί ποτέ σε ομόζυγο. 
Έχουν προταθεί διάφορα μοντέλα για τον 
εκφυλισμό του πρώτο-Υ χρωμοσώματος 
χωρίς όμως ακόμη να υπάρχει η 
δυνατότητα επιβεβαίωσης τους. Ένας 
λόγος για την ανεπάρκεια δοκιμών είναι ότι 
τα πιο συνήθη και λεπτομερώς εξετασμένα 
συστήματα για τα φυλετικά χρωμοσώματα, 
όπως είναι αυτών της Drosophila και των 
θηλαστικών, είναι πολύ παλιά και δίνουν 
πολύ λίγες ενδείξεις για την εξελικτική τους 
προέλευση (αλλά βλέπε και Lahn & Page 
1999). Ταυτόχρονα, όμως γνωρίζουμε λίγα 
πράγματα για τα Υ χρωμοσώματα από πιο 
πρόσφατες πηγές, όπως είναι αυτά των 
διετών φυτών (Westergaard 1958, 
Charlesworth and Guttman 1999), ή για 
συστήματα νέο-Υ χρωμοσωμάτων στα
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οποία η συγχώνευση ή η εκτόπιση μεταξύ 
ενός αυτοσωμικού ή φυλετικού 
χρωμοσώματος έχει δημιουργήσει ένα νέο 
χρωμοσωμικό βραχίονα ο οποίος πρέπει να 
υποστεί τις ίδιες εξελικτικές πιέσεις με τα Υ 
χρωμοσώματα (Lucchesi 1978,
Charlesworth 1996a, Steinemann and 
Steinemann 1998).
1.2.b Tot Ys και ο λόγος της εξέλιξης του Υ 
χρωμοσώματος
Οι καταγεγραμμένες διαφορές στην 
αλληλουχία και στη σύνθεση των γονιδίων 
ανάμεσα στα καλά χαρακτηρισμένα 
ετερομορφικά φυλετικά χρωμοσώματα στα 
διάφορα είδη, όπως είναι ο άνθρωπος και 
η Drosophila, οδηγούν σε ερωτήματα, όπως 
το γιατί να υπάρχει τόση ανομοιότητα 
μεταξύ αυτών των δύο χρωμοσωμάτων.
Τα Υ χρωμοσώματα έχουν εκφυλιστεί 
γενετικά, έχοντας χάσει ένα μεγάλο μέρος 
των ενεργών γονιδίων που εμφανίζονταν 
στους προγόνους τους. Οι πιθανές αιτίες 
του προκαλούμενου εκφυλισμού έχουν 
ελκύσει το ενδιαφέρον των επιστημών της 
Θεωρητικής Εξέλιξης (Charlesworth, 2000). 
Θεωρίες αντιμάχονται στην προσπάθεια 
τους να εξηγήσουν την μεταβλητότητα των 
φυλετικών χρωμοσωμάτων, όμως ακόμη 
καμία δεν προσφέρει μια ολοκληρωμένη 
απάντηση.
Σε μια πρώτη προσέγγιση πρέπει να γίνει 
αναφορά στο μοντέλο των Μεταλλάξεων 
και της Επιλογής, όπου κατά τη διάρκεια 
του εκφυλισμού του Υ χρωμοσώματος 
παρουσιάζεται έλλειψη ανασυνδυασμού 
των γονιδίων (Charlesworth, 2000).
Το δεύτερο μοντέλο παρέκκλισης για τα 
φυλετικά χρωμοσώματα, απευθυνόμενο 
ιδιαίτερα στον εκφυλισμό χρωμοσωμάτων 
όπως το Υ, είναι κοινώς γνωστό ως 
οδοντωτός τροχός αναστολής της Muller 
(Muller's ratchet). Η J. Muller θεώρησε ότι 
τα X και Υ χρωμοσώματα προέρχονται από 
ομόλογα χρωμοσώματα (Charlesworth, 
1978). Η υπόθεση της Muller ισχυρίζεται
ότι σε κάποιο σημείο το Υ απέτυχε να 
ανασυνδυαστεί με το X και ότι αυτό 
συνέχισε να αποτυγχάνει να υποβληθεί σε 
ανασυνδυασμό, μετατρέποντας το Υ 
χρωμόσωμα σε μια "μόνιμα ετερόζυγη" 
κατάσταση (Charlesworth, 1978). Η έλλειψη 
ανασυνδυασμού επέτρεψε την καθιέρωση 
επερχόμενων μεταλλάξεων στο Υ, κάποιες 
από τις οποίες προκάλεσαν απώλεια 
λειτουργίας. Ενώ σε φυσιολογικά 
ανασυνδυαζόμενα χρωμοσώματα, οι 
επιβλαβείς μεταλλάξεις εξαλείφονται χάρη 
στο Γενετικό Ανασυνδυασμό και στην 
Επιλογή, το μοντέλο Muller's ratchet 
προβλέπει ότι ο συνολικός αριθμός των 
μεταλλάξεων σε ένα μη ανασυνδυασμένο 
χρωμόσωμα θα αυξάνεται συνεχώς σε έναν 
πληθυσμό με αμετάβλητο μέγεθος (λόγω 
της έλλειψης του ανασυνδυασμού). Με τον 
καιρό, ο αριθμός των ατόμων που φέρουν 
χρωμοσώματα "ανεξάρτητα από 
μεταλλάξεις" θα μειωθεί τόσο ώσπου να 
εξαφανιστούν μόνιμα από τον πληθυσμό. 
Τελικά, θα παραμείνουν άτομα που θα 
περιέχουν χρωμοσώματα με ένα ή 
περισσότερα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα. 
Η Muller θεωρεί ότι αυτή είναι μια 
συνεχόμενη διαδικασία, όπου η γενιά των 
ατόμων που περιέχουν ένα μεταλλαγμένο 
αλληλόμορφο του χρωμοσώματος τελικά 
θα χαθεί, ακολουθούμενο από τη γενιά 
αυτή των περιεχομένων με δυο 
μεταλλαγμένα αλληλόμορφα και ούτω 
καθεξής. Η μόνιμη απώλεια από ολόκληρες 
"γενιές" ατόμων και η αύξηση 
εγκαθιδρυμένων μεταλλάξεων στο 
χρωμόσωμα θα αλλάξουν το ρυθμό 
εγκαθίδρυσης των μεταλλάξεων 
(Charlesworth, 1978). Αυτό θα μπορούσε 
τελικά να οδηγήσει σε απώλεια 
λειτουργικών, αγρίου τύπου, γονιδίων και 
σε μια βαθμιαία απόκλιση της αλληλουχίας 
μεταξύ των φυλετικών χρωμοσωμάτων, η 
οποία σε τελευταία ανάλυση θα οδηγήσει 
σε ολοκληρωτική απενεργοποίηση του Υ 
χρωμοσώματος (Gordo and Charlesworth, 
2001).
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Ένα άλλο μοντέλο είναι εκείνο της Επιλογής 
υποστρώματος (Charlesworth et al. 1993, 
"Background selection" Charlesworth 1994), 
ή "background trapping" (Rice, 1996), 
καθώς και το φαινόμενο "Hill Robertson" 
της ασθενούς επιλογής (McVean and 
Charlesworth, 2000), τα οποία 
προσεγγίζουν σε μεγάλο βαθμό το μοντέλο 
της Muller. Τα μοντέλα αυτά υποστηρίζουν 
ότι μια ουδέτερη ή ασθενώς επιλεγόμενη 
μεταλλαγή η οποία αυξάνεται σε ένα 
μεγάλο πληθυσμό που δεν υφίσταται 
εξελικτικές πιέσεις, όπως είναι ο γενετικός 
ανασυνδυασμός, έχει μια μη μηδενική 
πιθανότητα να επιβιώσει, μόνο εάν 
εδραιωθεί αυθόρμητα σε ένα χρωμόσωμα 
μια σταθερή και επιβλαβής μετάλλαξη 
(Fisher 1930, Charlesworth 1994, Peck 1994 
και Barton 1995).
Τέλος, υπάρχει και το μοντέλο Hitchhiking, 
το οποίο αναφέρεται σε προτιμώμενες / 
επιλεγόμενες μεταλλαγές. Οι Maynard 
Smith and Haigh (1974) υπήρξαν οι πρώτοι 
που μελέτησαν το φαινόμενο εξάπλωσης 
μιας μεμονωμένης μετάλλαξης σε 
συνδεδεμένους ουδέτερους γενετικούς 
τόπους. Είναι φανερό ότι όταν υπάρχει 
διασύνδεση μεταξύ δύο γενετικών τόπων, 
όπως αυτών που υπάρχουν σε ένα πρώτο-Υ 
χρωμόσωμα, η "επιλεγόμενη σάρωση" για 
ένα προτιμητέο αλληλόμορφο θα εξαλείφει 
όλη την ποικιλότητα στον ουδέτερο 
γενετικά τόπο' ουδέτερη ποικιλότητα ή 
σχεδόν ουδέτερη θα ανακτηθεί μόνο πολύ 
αργά, καθώς νέες παρεκκλίσεις θα 
προστεθούν και θα συσσωρευτούν σε 
υψηλές συχνότητες. Επίσης, επιλογικές 
σαρώσεις σε ένα μη ανασυνδυασμένο 
γενετικά γονιδίωμα μπορούν να 
εξισορροπήσουν την στερεοτυπική 
συμπεριφορά που παρουσιάζουν τα 
μεταλλαγμένα αλληλόμορφα στην 
προτιμητέα μετάλλαξη, έτσι ώστε οι 
υιοθετημένες αντικαταστάσεις σε ένα 
πρώτο-Υ χρωμόσωμα να οδηγούν στην 
εγκαθίδρυση επιβλαβών μεταλλάξεων σε 
πολλούς γενετικούς τόπους, συμβάλλοντας
στην εκφύλιση του (Rice, 1987). Το γεγονός, 
όμως, ότι αυτές οι προτιμητέες μεταλλάξεις 
πρέπει να είναι σταθερά επιλεγόμενες σαν 
επιβλαβείς μεταλλάξεις και γενετικά 
απομονωμένες σε ένα υπόβαθρο ούτως 
ώστε να έχουν μια καλή πιθανότητα να 
εγκαθιδρυθούν όταν δεν υπάρχει γενετικός 
ανασυνδυασμός (Peck, 1994), καθιστά τον 
μηχανισμό αυτό αμφισβητήσιμο 
(Charlesworth, 1996a).
1.2.C Βασικά χαρακτηριστικά των Υ 
χρωμοσωμάτων
Τα Υ χρωμοσώματα παρουσιάζουν 
ενδιαφέρον για πολλούς λόγους. Καταρχάς, 
εμφανίζεται συχνά η περίπτωση με τα 
ετερομορφικά φυλετικά χρωμοσώματα, 
όπως είναι το Υ, όπου οι συμβατικοί 
κανόνες ενός χρωμοσώματος
ζευγαρωμένου και ανασυνδυασμένου 
όπως παρουσιάζεται από τα αυτοσωμικά, 
δεν μπορεί να εφαρμοστεί. Γενικά, υπάρχει 
μια αξιοσημείωτη διαφορά στο σχετικό 
μέγεθος και στον συνδυασμό γονιδίων των 
φυλετικών χρωμοσωμάτων, τόσο 
σημαντική ώστε τις περισσότερες φορές, 
μόνο επιλεγμένες περιοχές αυτών των 
χρωμοσωμάτων να διατηρούν ακόμη ορθό 
ζευγάρωμα και διασταύρωση και μετά το 
πέρας της μείωσης.
Κατά δεύτερον, σε μερικά είδη που 
περιέχουν το Υ χρωμόσωμα έχει βρεθεί ότι 
κληρονομούνται αποκλειστικά από το ένα 
φύλο.
Τρίτον, εκτός από το γεγονός ότι είναι 
συχνά κατά ένα μεγάλο εύρος χωρίς 
"παραδοσιακά" γονίδια, όπως είναι 
ισοδύναμα αλληλόμορφα γονιδίων 
συνδεδεμένα στο X, τα Υ χρωμοσώματα 
συχνά κουβαλούν γονίδια τα οποία είναι 
κρίσιμα για λειτουργίες όπως είναι ο 
φυλετικός καθορισμός ή/και η γονιμότητα 
(Lai J.S., 2002).
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1.2.d Συστήματα Φυλοδιαχωρισμού
Στα περισσότερα έντομα, το φύλο 
καθορίζεται από ένα αρχικό σήμα, το οποίο 
όταν μεταβιβαστεί διαμέσου του 
μονοπατιού του φυλοδιαχωρισμού οδηγεί 
στη ρύθμιση των γονιδίων που απαιτούνται 
για την δημιουργία μορφολογικών, 
φυσιολογικών και συμπεριφερολογικών 
φαινοτύπων, ειδικών και για τα δυο φύλα. 
Το μονοπάτι του φυλοδιαχωρισμού στη 
Drosophila melanogaster είναι το καλύτερα 
μελετημένο και παρουσιάζει μια 
αξιοσημείωτη πολυπλοκότητα ως προς τα 
υπόλοιπα Δίπτερα έντομα. Το πρωταρχικό 
γενετικό σήμα εξασφαλίζεται από την 
αναλογία των αυτοσωμικών με τα X 
χρωμοσώματα και καθορίζει μια 
κατάσταση on/off από το προϊόν Sex-lethal 
του γονιδίου Sxl. Για την ανάπτυξη 
θηλυκών ατόμων, όπου η απαιτούμενη 
αναλογία των Χ/Α είναι 2:2, παράγεται η 
ενεργή πρωτεΐνη SXL και η παραγωγή της 
διατηρείται διαμέσου μιας
αυτορυθμιζόμενης θηλιάς κατά τη διάρκεια 
ανάπτυξης του θηλυκού εμβρύου. Για τα 
αρσενικά άτομα απαιτείται μια αναλογία 
των Χ/Α ίση με 1:2 και δεν παρατηρείται 
παραγωγή της ενεργής πρωτεΐνης SXL, 
επομένως το σύστημα της 
αυτορυθμιζόμενης θηλιάς δεν μπορεί να 
σταθεροποιηθεί.
Το γονίδιο Sxl ρυθμίζει όχι μόνο το ίδιο του 
το μάτισμα αλλά και την κατεύθυνση του 
μονοπατιού του γονιδίου του transformer 
(tra) (Boggs et al., 1987 και Inoue et al., 
1990). To γονίδιο αυτό αντιγράφεται και 
στα δύο φύλα, αλλά το μετάγραφο του 
υποβάλλεται σε φύλο- ειδικό μάτισμα και 
κωδικοποιεί μια λειτουργική πρωτεΐνη TRA 
μόνο στα θηλυκά άτομα. Η πρωτεΐνη αυτή 
σχηματίζει σύμπλοκο με την πρωτεΐνη 
TRA2, η οποία κωδικοποιείται από το 
γονίδιο transformer 2 (tra2) και στα δυο 
φύλα (Amrein et al., 1988). Το σύμπλοκο 
TRA-TRA2 συμβάλλει θετικά στο ειδικό 
μάτισμα στα θηλυκά άτομα στο τελευταίο
γονίδιο της αλυσίδας, το doublesex (dsx), 
αναγνωρίζοντας όλες τις σειρές 
επαναλήψεων των δεκατριών
νουκλεοτιδίων, γνωστές και ως εξώνιο ESE 
(exonic splicing enhancer) καθώς και ένα 
μονό στοιχείο πλούσιο σε πουρίνες, το 
PRE, που εντοπίζεται στο εξώνιο 4. To TRA 
διευκολύνει την καλύπτρα του TRA2 σε 
αυτές τις αλληλουχίες και το σύμπλοκο 
στρατολογεί άλλες RS πρωτεΐνες στην 
παρακείμενη περιοχή -3' του ματίσματος 
ούτος ώστε να επιτρέψει την συνοχή του 
εξωνίου 4 στα θηλυκά άτομα. Λόγο αυτού 
του σήματος, το μετάγραφο (mRNA) του 
γονιδίου dsx, που αποτελείται από τα 
εξώνια 1-4, παράγει μια ειδική θηλυκή 
ισομορφή της πρωτεΐνης DSX (Hoshijima et 
al., 1991). Στα αρσενικά άτομα, η απουσία 
της πρωτεΐνης TRA έχει ως αποτέλεσμα την 
παράλειψη του ματίσματος του 
μεταγράψου του dsx και την υπερπήδηση 
του εξωνίου 4. Επομένως, το αρσενικό 
mRNA του dsx, αποτελούμενο από τα 
εξώνια 1-3 και 5-6, παράγει μια ειδική 
αρσενική ισομορφή της πρωτεΐνης DSX. Και 
οι δυο αυτές ισομορφές της DSX συνιστούν 
παράγοντες μεταγραφής που ρυθμίζουν 
την λειτουργία και την κατεύθυνση των 
γονιδίων, κληρονομώντας τον τρόπο 
έκφρασης των γονιδίων που απαιτούνται 
για τη δημιουργία του αντίθετου φύλου 
(διάγραμμα 1).
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Διάγραμμα 1: "Αλυσίδα αντιδράσεων ίου
συστήματος φυλοδιαχωρισμού στα είδη Drosophila 
melanogaster και Ceratitis capitata"
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Συγκριτικές μελέτες έχουν
πραγματοποιηθεί για το μονοπάτι του 
φυλετικού διαχωρισμού μεταξύ της 
Drosophila melanogaster και μη 
συγγενικών ειδών της (μη δροσοφιλικά 
έντομα), στην προσπάθεια κατανόησης της 
εξέλιξης του μονοπατιού. Σύμφωνα με το 
μοντέλο του Wilkins (Wilkins, 1995), το 
καλύτερα συντηρημένο στοιχείο του 
μονοπατιού είναι αυτό του τελευταίου 
γονιδίου του καταρράκτη, το dsx. Τα 
μετάγραφα του dsx υφίστανται 
εναλλακτικό μάτισμα στα αρσενικά και 
θηλυκά σε πολλά είδη Δίπτερων, 
συμπεριλαμβανομένων και των Ceratitis 
capitata (Saccone et al., 2000) και 
Bactrocera oleae (Lagos et al.,2005). 
Αντιθέτως, η εμπλοκή του Sxl φαίνεται να 
περιορίζεται στο γένος της Drosophila. Στα 
μη δροσοφιλικά έντομα, το Sxl είναι 
κατανεμημένο ισόποσα και στα δύο φύλα 
(Meise et al., 1998, Saccone et al., 1998, 
Lagos et al.,2005). To γονίδιο tra, το 
δεύτερο γονίδιο του καταρράκτη, έχει 
χαρακτηριστεί πολύ καλά στο είδος 
Ceratitis capitata (Pane et al., 2002, 2005). 
Τα συστήματα του Φυλετικού Διαχωρισμού 
στα Δίπτερα φανερώνουν μια ποικιλία από 
μηχανισμούς, οι οποίοι έχουν βρεθεί να 
διαφέρουν ακόμη και στις γενιές ίδιων 
στελεχών (Shearman, 2002). Το μοντέλο της 
στοιχειώδους κατάστασης στον 
φυλοδιαχωρισμό των εντόμων ίσως θα 
μπορούσε να περιγράφει με τέσσερα 
στοιχεία- κλειδιά: το πρωταρχικό σήμα (Μ), 
τα μητρικά προϊόντα (mp), το γονίδιο κλειδί 
(F) και τον γενετικά διπλό διακόπτη (GDS). 
Το σύστημα αυτό περιγράφεται στην 
Εικόνα 11, όπου τα αρσενικά άτομα είναι 
ετερόζυγα για τον μοναδικό γενετικό τόπο 
Μ, που παίζει τον ρόλο φυλοκαθοριστή και 
φέρει ένα ζευγάρι ομόλογων φυλετικών 
χρωμοσωμάτων. Στα αρσενικά άτομα που 
φέρουν το Μ αλληλόμορφο του Μ γονιδίου 
(επικρατής αρσενικός καθοριστής), ο 
παράγοντας αρρενοποίησης Μ ρυθμίζει 
αρνητικά τη δράση του F, το οποίο στη
συνέχεια ενεργοποιεί το GDS στην
αρσενική κατάσταση. Στα θηλυκά άτομα, 
εξαιτίας της απουσίας του Μ
αλληλομόρφου, το F ρυθμίζεται θετικά από 
τα μητρικά προϊόντα mp, τα οποία είναι 
ικανά να ενεργοποιήσουν το GDS στην 
θηλυκή κατάσταση. Στο συγκεκριμένο 
μοντέλο το γονίδιο F είναι ενεργό στα 
θηλυκά άτομα και ανενεργό στα αρσενικά 
(Nothiger and Steinemann Zwicky, 1985 and 
Dubendorfer, Hilfiker-Kleiner and Nothiger, 
1992).
Εικόνα 11: "To μοντέλο φυλοδιαχωρισμού στα 
Δίπτερα"
Μια μεταλλαγή σε οποιοδήποτε από αυτά 
τα τέσσερα στοιχεία μπορεί αν οδηγήσει 
στην παραγωγή διαφορετικών μηχανισμών 
φυλοδιαχωρισμού.
Πέραν του ενδιαφέροντος για συγκριτική 
αναπτυξιακή ανάλυση, οι μελέτες για τον 
φυλοδιαχωρισμό των γονιδίων στα έντομα 
οικονομικής σημασίας, όπως το Bactrocera 
oleae, είναι ενδεχομένως χρήσιμα και για 
έλεγχο των εντόμων. Συνεπώς, ένα 
διαγονιδιακό στέλεχος, που θα επέτρεπε 
την παραγωγή και απελευθέρωση μετά 
από στείρωση των αρσενικών μόνο 
ατόμων, θα μπορούσε να είναι πιο 
πολύτιμο για την προσπάθεια βελτίωσης 
της μεθόδου SIT (Hendrichs et al., 1995).
1.2.εΔομή του Υχρωμοσώματος
Ένα πολύ μικρό μέρος του Υ 
χρωμοσώματος αποτελείται από ενεργά 
γονίδια, όπως είναι γονίδια που
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κωδικοποιούν rRNA, οι παράγοντες 
γονιμότητας καθώς και ο παράγοντας 
αρρενοποίησης. Παρόλα αυτά το 
μεγαλύτερο μέρος του συνίσταται από 
ετεροχρωματικές περιοχές, που 
συνθέτονται από πολλαπλά αντίγραφα 
μεταθετών στοιχείων.
Τα τρασποζόνια (ΤΕ) είναι κινητά γενετικά 
στοιχεία που καταλαμβάνουν το 
μεγαλύτερο ποσοστό των ευκαρυωτικών 
γονιδιωμάτων (Finnegan, 1989). Τα ΤΕ 
μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε δύο 
κύριες κατηγορίες σύμφωνα με τον 
μηχανισμό της μετάθεσης. Τα DNA 
τρασποζόνια κινούνται διαμέσου ενός 
μηχανισμού αποκοπής- επικόλλησης δίχως 
να περιλαμβάνει αντιγραφή του DNA 
παρόλο που τα ρετροτρασποζόνια 
μετατοπίζονται χάρη στην αντίστροφη 
μεταγραφή ενός RNA (Berg and Howe 1989 
και McDonald 1993). Τα ρετροτρασποζόνια 
διαιρούνται περαιτέρω σε LTR και μη- LTR, 
με ένα μακρύ άκρο επαναλήψεων 
(Finnegan 1989). Τα στοιχεία αυτά 
μοιάζουν να είναι εγωιστικό DNA, τα οποία 
παραμένουν σταθερά στο γονιδίωμα 
εξαιτίας της ικανότητας τους να υφίστανται 
αντιγραφή των μεταθέσεων τους 
(Charlesworth and Langley 1989).
Η ετεροχρωματίνη είναι μια περιοχή 
έλλειψης ή καταστολής ανασυνδυασμού 
(Baker 1958). Τα ΤΕ έχουν βρεθεί να είναι 
συσσωρευμένα στο μη ανασυνδυασμένο 
ετεροχρωματικό Υ χρωμόσωμα στη D. 
melanogaster και D. simulans (Junakovic et 
al. 1998), όπως επίσης και σε άλλες 
ετεροχρωματικές περιοχές του 
γονιδιώματός της (Charlesworth, Jarne, and 
Assimacopoulos 1994 και Pimpinelli et al. 
1995). Η ετεροχρωματίνη συνιστά μια 
δεξαμενή ανενεργών γονιδίων
συγκρινόμενη με τις ευχρωματικές 
περιοχές (Hilliker, Appels, and Schalet 1980 
και Cold Spring Harbor Laboratory 2000). 
Για παράδειγμα, στο Y χρωμόσωμα της D. 
melanogaster, έχουν ταυτοποιηθεί 
λιγότερα από είκοσι γονίδια (Carvalho,
Lazzaro, and Clark 2000 and Carvalho et al. 
2001). Συνεπώς, τα ΤΕ θα μπορούσαν να 
συσσωρευτούν στο Υ χρωμόσωμα ή σε 
άλλες ετεροχρωματικές περιοχές λόγου του 
ότι υπάρχουν λιγότερα γονίδια και 
επομένως τα ένθετα στοιχεία είναι 
λιγότερο πιθανόν να έχουν επιβλαβείς 
επιδράσεις σε αυτά.
Έχουν ταυτοποιηθεί μοναδικές 
επαναλαμβανόμενες DNA αλληλουχίες στο 
Υ χρωμόσωμα, χωρίς όμως αυτό να 
σημαίνει ότι δεν μπορούν να εντοπίζονται 
μοναδικά αντίγραφα επαναλαμβανόμενων 
αλληλουχιών και οπουδήποτε αλλού μέσα 
στο γονιδίωμα. Οι Υ- ειδικές αλληλουχίες 
είναι γενικά μικρού μεγέθους (περίπου 200 
bp) και εμφανίζουν υψηλό αριθμό 
αντιγράφων (πάνω από 1000 αντίγραφα). 
Τα νέο-Υ χρωμοσώματα δείχνουν μια 
αυξημένη πληθώρα σε ετεροχρωματίνη και 
επαναλαμβανόμενο DNA (Steinemann 
1982, Steinemann and Steinemann 1992, 
2001). Μπορούν λοιπόν αυτά τα δύο 
στοιχεία να αποτελόσουν δείκτη 
ανίχνευσης Υ- ειδικών αλληλουχιών για την 
επίτευξη του διαχωρισμού των αρσενικών 
και θηλυκών ατόμων στα πρώτα τους 
στάδια ανάπτυξης.
1.3 Ανάλυση Αντιπροσωπευτικής 
Πέψης (Representational Digestion 
Analysis, RDA)
Χάρη στη μέθοδο Ανάλυσης 
Αντιπροσωπευτικής Πέψης (RDA) (Lisistyn 
et al., 1993) καθίσταται ικανός ο 
διαχωρισμός και η απομόνωση διαφορών 
μεταξύ ατόμων με αρκετά όμοιο 
γονιδιωματικό DNA. Η τεχνική αυτή 
βασίζεται στην υβριδοποίηση
γονιδιωματικού DNA (Straus and Ausubel, 
1990) (διάγραμμα 2).
Στη μέθοδο RDA, χρησιμοποιείται το ένα 
δείγμα γονιδιωματικού DNA ως "tester", 
αυτό για το οποίο ενδιαφερόμαστε να 
απομονώσουμε τις διαφορές και το άλλο
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δείγμα παίζει του ρόλο του "driver". Και τα 
δύο αυτά δείγματα γονιδιωματικού DNA 
υφίστανται πέψη με το ίδιο ένζυμο 
περιορισμού. Εν συνεχεία,
πραγματοποιείται σύνδεση μικρών 
ολιγονουκλεοτιδικών προσαρμογέων σε 
θραύσματα γονιδιωματικού υλικού. 
Κατόπιν, τα δείγματα υφίστανται ενίσχυση. 
Δεδομένου ότι στην PCR ενισχύονται μικρές 
αλληλουχίες DNA, οι αντιπροσωπεύσεις 
προβλέπονται να περιέχουν αλληλουχίες 
DNA μεγέθους 150 με 1.500 bp (Lisistyn, 
1999). Το πρώτο ζευγάρι προσαρμογέων 
αφαιρείται τόσο από τον "tester" όσο και 
από τον "driver" και ένα καινούριο ζευγάρι 
προσαρμογέων συνδέεται στον "tester" 
αλλά όχι στον "driver". To tester DNA 
μετουσιώνεται και έπειτα υφίστανται 
υβριδοποίηση με μια υπερβολικά μεγάλη 
ποσότητα ενός μονόκλωνου driver DNA. 
Ύστερα από την διαδικασία της 
υβριδοποίησης, εκτελείται ενίσχυση με 
PCR. Λόγω του ότι μόνο τα υβρίδια tester- 
tester θα έχουν προσαρμογείς και στους 
δύο κλώνους της μοριακής αλυσίδας, μόνο 
αυτά θα ενισχυθούν εκθετικά κατά την 
διάρκεια της PCR. Μετά από τον κάθε γύρο 
Υβριδοποίησης με Ενίσχυση, οι μη- 
υβριδοποιημένες μονόκλωνες αλυσίδες 
χάνονται από την δεξαμενή και οι 
προσαρμογείς αφαιρούνται από την 
δεξαμενή DNA χάρη στο αρχικό 
περιοριστικό ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε 
για την δημιουργία της αντιπροσώπευσης. 
Στον δεύτερο κύκλο της αντιπροσώπευσης 
συνδέονται νέοι προσαρμογείς στην 
προηγούμενη δημιουργηθείς δεξαμενή του 
DNA, η οποία στο επόμενο στάδιο 
μετουσιώνεται και υβριδοποιείται με έναν 
καινούριο driver, πλούσιο σε 
μετουσιωμένο DNA (Lisistyn et at., 1993). 
Με αυτόν τον τρόπο, δύο σημαντικοί 
παράγοντες στην μέθοδο RDA αυξάνουν 
την πιθανότητα ανάκτησης tester- ειδικών 
αλληλουχιών ' η αφαίρεση των κοινών 
αλληλουχιών τόσο στον tester όσο και στον 
driver μέσω επαναλαμβανόμενων γύρων
από υβριδοποίηση του DNA, 
συνδυαζόμενου με τον εμπλουτισμό tester- 
ειδικών αλληλουχιών μέσα στην δεξαμενή 
του DNA διαμέσου PCR (Lisitsyn et al., 
1999).
Διάγραμμα 2: "Πρωτόκολλο Αντιπροσώπευσης"
Η παραπάνω μέθοδος έχει χρησιμοποιηθεί 
με μεγάλη επιτυχία σε μια ποικιλία από 
εφαρμογές. Έχει χρησιμοποιηθεί για την 
απομόνωση Υ χρωμοσωμικών- ειδικών DNA 
αλληλουχιών στο διετές (dioecious) φυτό 
Silene latifolia, οι οποίες είναι χρήσιμες ως 
προς τη λειτουργία τους ως δείκτες Υ- 
ειδικές αλληλουχίες DNA για τον εντοπισμό 
αρσενικών- καθορισμένων γονιδίων στο Υ- 
χρωμόσωμα (Donnison et al., 1996). Η RDA 
έχει, επίσης, χρησιμοποιηθεί για την 
απομόνωση δυο φύλο- ειδικών cDNAs από 
τον εγκέφαλο εμβρύων ποντικών. Μια από 
αυτές τις απομονωθείσες αλληλουχίες 
βρέθηκε να είναι αρσενική- ειδική (γονίδιο 
Smcy) και η άλλη εκφράζεται στα θηλυκά 
άτομα (γονίδιο Xist) (Eriksson et al., 1999). 
Οι Michiels et al. (1998) τροποποίησαν το 
πρωτόκολλο RDA ώστε να μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν ως αρχικό υλικό μικρές
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ποσότητες ιστού ή κυττάρων από 
καλλιέργεια (τόσο μικρή ποσότητα όσο 
είναι 50 διπλοειδή κύτταρα), καθιστώντας 
έτσι δυνατή την εφαρμογή της μεθόδου σε 
δείγματα ιστών όπως είναι οι ιστοί για 
βιοψίες, όπου το δείγμα μπορεί να μην 
περιλαμβάνει μόνο έναν κυτταρικό τύπο 
και όπου οι τεχνικές μικροανατομής είναι 
ικανές να απομονώσουν μόνο μικρά 
δείγματα από καρκινικά κύτταρα.
14
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 05:59:37 EET - 137.108.70.7
Σκοπός
Σκοπός..
Η προνύμφη του Bactrocera oleae 
αναπτύσσεται μέσα στους καρπούς της 
ελιάς, καταστρέφοντας τους και οδηγώντας 
σε σημαντική οικονομική ζημιά στις 
καλλιέργειες. Ωστόσο έχουν
πραγματοποιηθεί λίγες γενετικές και 
μοριακές μελέτες, οι οποίες κυρίως 
επικεντρώνονται στη μελέτη ενζύμων 
(Brogna et al., 2001, Mazi et al., 1998 και 
Zouros and Loukas, 1989) και στην ανάλυση 
μιτωτικών και πολυταινικών χρωμοσωμάτων 
(Mavragani-Tsipidou et al., 1992).
Εικόνα 12: "Θηλυκό ενήλικο άτομο σε καρπό της 
ελιάς"
Η παρούσα εργασία αποσκοπεί στη 
δημιουργία ενός συστήματος μοριακής 
ανίχνευσης του φύλου του είδους Bactrocera 
oleae. Έγινε προσπάθεια απομόνωσης Υ- 
ειδικών αλληλουχιών με στόχο να 
χρησιμοποιηθούν ως δείκτες ταυτοποίησης 
του φύλου στο δάκο. Τέτοιοι δείκτες είναι 
χρήσιμοι για τη βελτίωση της τεχνικής 
στείρωσης των εντόμων (SIT) ώστε να 
επιτευχθεί η απελευθέρωση μόνο των 
αρσενικών ατόμων στο περιβάλλον και η μη 
καταστροφή του καρπού από τα θηλυκά 
(εικόνα 12).
Για τον σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν 
Βιβλιοθήκες Ανάλυσης Αντιπροσωπευτικής 
Πέψης (Representational Digestion Analysis,
RDA) και ενισχύθηκαν μέσω της τεχνικής της 
Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 
(Polymerase Chain Reaction, PCR). Στη 
συνέχεια, ανακτήθηκε το τελικό προϊόν DP3, 
κλωνοποιήθηκε και αναλύθηκε με τη μέθοδο 
κατά Southern με στόχο την απομόνωση και 
επιβεβαίωση των ευρημάτων ως Υ-ειδικές 
αλληλουχίες.
Έγινε σύγκριση των αλληλουχιών που 
απομονώθηκαν με ήδη γνωστές αλληλουχίες 
των βάσεων δεδομένων, ώστε με τις 
παρατηρούμενες ομολογίες να
πιθανολογηθεί η λειτουργία των ευρημάτων.
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Υλικά και μέθοδοι
2.1 Δείγματα του δάκου Bactrocera oleae
Χρησιμοποιήθηκε γονιδιωματικό DNA 
αρσενικών και θηλυκών ατόμων από στελέχη 
του Bactrocera oleae που στάλθηκαν από τη 
Βιέννη (εταιρεία ΑΙΑΕ). Πιο συγκεκριμένα:
■ Το γένος "Δημόκριτος", ένα πολύ
παλιό γένος ελληνικής προελεύσεως, που 
είχε δημιουργηθεί στο εργαστήριο.
■ Υβριδικά στελέχη "Ισραήλ", η γενεαλογία 
αυτή των δάκων είχε δημιουργηθεί το 2007 
στο εργαστήριο από αρσενικά άτομα αγρίου 
τύπου από το Ισραήλ και από θηλυκά έντομα 
του γένους "Δημόκριτος".
Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν άτομα αγρίου 
τύπου συλλεχθέντα:
■ από την Ιορδανία το 2002, και
■ από το Λίβανο, κοντά στην περιοχή Tiro 
(Νοέμβρης 2002), τα οποία στάλθηκαν στο 
εργαστήριο το 2003.
2.2 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 
Bactrocera oleae με τη χρήση φαινόλης: 
"Μέθοδος του Baruffi" (Baruffi et al., 
1995)
Extraction Buffer
lOOmM NaCl2 
200mM Sucrose 
50mM EDTA
0.5% SDS
lOOmM Tris HCI pH 9.1
Πορεία
1. Διαλογή δέκα αρσενικών ατόμων και 
δέκα θηλυκών με τη χρήση μικροσκοπίου
και αποκοπή του τμήματος του κεφαλιού.
2. Προσθήκη 2μί. πρωτεϊνικής κινάσης Κ 
στο κάθε eppendorf.
3. Προσθήκη 200μΙ_ από το Extraction 
Buffer.
4. Ομογενοποίηση των εντόμων με 
πλαστικό έμβολο και ξέπλυμα αυτού με 
άλλα 200μί Extraction Buffer. To 
ομογενοποίημα επωάζεται στους 65°C για 30 
λεπτά.
5. Ενώ οι σωλήνες είναι ακόμη ζεστοί, 
προστίθενται 56μί KAc 8Μ (Potassium 
Acetate) στο καθένα, πραγματοποιείται 
ανάδευση και τοποθέτηση των δειγμάτων 
στον πάγο για 30 λεπτά.
6. Φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για
15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και 
μεταφορά του υπερκειμένου σε καινούριους 
σωλήνες.
7. Φυγοκέντρηση εκ νέου στις 14.000rpm 
για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και 
μεταφορά του υπερκειμένου σε 
καινούριους σωλήνες.
8. Προσθήκη 5μΙ_ RNAse A (10mg/ml) και 
επώαση των διαλυμάτων στους 37°C για 30 
λεπτά.
9. Προσθήκη 400μΙ_ διαλύματος φαινόλης: 
ισοαμυλικής αλκοόλης (25:24:1) και 
ανάδευση.
10. Φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 
14.000rpm και μεταφορά του υπερκειμένου 
σε καινούριο σωλήνα.
11. Προσθήκη στο υπερκείμενο 400μΙ_
διαλύματος χλωροφόρμιο: ισοαμυλικής
αλκοόλης (24:1), πολύ καλή ανάδευση και εκ 
νέου φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 
14.000rpm.
12. Μεταφορά του υπερκειμένου σε νέο 
σωλήνα, προσθήκη 200μΙ_ αμμωνιακού 
άλατος 7.5Μ, ανακίνηση του μείγματος και 
προσθήκη 800μί κρύας απόλυτης 
αιθανόλης. Ανάδευση εκ νέου.
13. Επώαση των δειγμάτων για 10 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου και φυγοκέντρηση 
για 15 λεπτά.
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14. Ξέπλυμα του ιζήματος με αιθανόλη 
περιεκτικότητας 70%, φυγοκέντρηση για 10 
λεπτά, αφαίρεση του υπερκειμένου και 
αφήνεται να στεγνώσει.
15. Αναδιάλυση του ιζήματος με 20μΙ ΤΕ 
(10mM Tris- HCI, pH 8.0 και O.lmM EDTA).
2.3 Απομόνωση RNA από θηλυκά άτομα 
Ceratitis capitata (Trizol, Invitrogen)
Πορεία
1. Προσθήκη 200μΙ_ διαλύματος Trizol σε 
πέντε θηλυκά άτομα.
2. Ομογενοποίηση των εντόμων και 
ξέπλυμα των εμβόλων με άλλα 200μί Trizol. 
Επώαση για 3 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου.
3. Προσθήκη ΙΟΟμί διαλύματος 
χλωροφορμίου. Ανάδευση για 30 
δευτερόλεπτα και επώαση για 5 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου.
4. Φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 
15 λεπτά στους 4°C.
5. Μεταφορά του υπερκείμενου του 
διαλύματος σε καινούριο eppendorf, όπου 
γίνεται προσθήκη 200μΙ_ ισοπροπανόλης.
6. Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 
ΙΟλεπτά. Φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 
ΙΟλεπτά στους 4°C.
7. Προσθήκη 500μΙ_ αιθανόλης 
περιεκτικότητας 75%.
8. Φυγοκέντρηση 8.000rpm για 5 λεπτά 
στους 4°C.
9. Αφαίρεση του υπερκείμενου, στέγνωμα 
και αναδιάλυση σε 20μί ΤΕ (στο κάθε 
δείγμα).
Η ποσοηκοποίηση του DNA και RNA 
υπολογίστηκε με χρήση του Nanodrop ND- 
1000 σπεκτρο- φωτόμετρου (Nanodrop 
Technologies Inc., Wilmington, DE, USA).
2.4 Πέψη με περιοριστικά ένζυμα
Αρχικά, έγιναν δοκιμές με διάφορα 
περιοριστικά ένζυμα ώστε να διαπιστωθεί 
ποιο ένζυμο κόβει καλύτερα την αλληλουχία 
μας.
a. Mspl (από την εταιρεία Roche, 
χρησιμοποιήθηκε 10Χ L Buffer)
b. Bglll (από την εταιρεία Invitrogen, 
χρησιμοποιήθηκε 10Χ React 3 Buffer)
c. BamHI (από την εταιρεία BioLabs,
χρησιμοποιήθηκε 10Χ ΝΕ Buffer BamHI)
d. EcoRI (από την εταιρεία Invitrogen, 
χρησιμοποιήθηκε 10Χ React 3 Buffer)
e. Msel (από την εταιρεία BioLabs,
χρησιμοποιήθηκε 10Χ ΝΕ Buffer 4 και 
100Χ BSA)
f. Dpnll (από την εταιρεία BioLabs,
χρησιμοποιήθηκε 10X NE Buffer Dpnll)
g. Hindlll (από την εταιρεία BioLabs,
χρησιμοποιήθηκε 10X NE Buffer 2)
Πορεία
1. Ετοιμασία των αντιδράσεων με 
ποσότητες: 5.0 μΙ DNA, 1.0 μΙ Buffer 10Χ, 0.5 
μΙ περιοριστικό ένζυμο και 3.5 μΙ Η20.
2. Φυγοκέντρηση και επώαση τους στους 
37°C όλο το βράδυ.
2.5 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα 
αγαρόζης
Όλα τα πηκτώματα που χρησιμοποιήθηκαν 
ήταν περιεκτικότητας 1% ή 2% αγαρόζης (της 
εταιρείας eppendorf). Η ηλεκτροφόρηση 
έγινε στα 35-60V και ως buffer 
ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκαν:
a. TAE IX, από TAE (50X)/L που περιείχε 
242g Tris base, 57.1ml καθαρό οξικό οξύ 
και 100ml 0.5Μ EDTA (με pH 8.00).
b. ΤΒΕ IX, από ΤΒΕ (5X)/L που περιείχε 54g 
Tris base, 27.5g βορικό οξύ και 20ml
0.5Μ EDTA (με pH 8.00).
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2.6 Κατασκευή βιβλιοθήκης "Ανάλυσης 
Αντιπροσωπευτικής Πέψης" (RDA, 
Representational Digestion Analysis) 
(Lisistyn et al., 1993)
Χρήση προσαρμογέων από την SIGMA, 
απομόνωση τους μέσω ηλεκτροφόρησης 
PAGE και αναδιάλυση σε ΤΕ 2 pg/pl.
Πορεία
1. Στους 37°C για 30 δευτερόλεπτα, 
ανάδευση και φυγοκέντρηση.
2. Διατήρηση στους-20°C.
2.6.1 Δημιουργία Αντιπροσωπευτικών 
Πέψεων
Για την δημιουργία των αντιπροσωπεύσεων 
ακολουθείται η πορεία που περιγράφεται 
στο διάγραμμα (3).
ν Δημιουργία αντιπροσώπευσης.
ςρνι^μ}μ.αχ^|<0 DN A DNA
(male) (female:
ι 1
Πέψη (Dpnll, Πέψη (Dpnll,
Mspl και Msel) Mspl και Msel)
1 I
Καθαρισμός κμ^αριρμός
(φαινόλη- (φαινόλη-
χλωροφόρμιο) χλωροφόρμιο)
ι 1
Σόνόεση με Oligo-R Σόνόεση με Oligo-R
1 1
| Ενίσχυση (PCR) Ενίσχυση (PCR)
1 I
Καθαρισμός Καθαρισμός
(φαινόλη- (φαινόλη-
χλωροφόρμιο) χλωροφόρμιο!
1 I
Πέψη (Dpnll, Πέψη (Dpnll,
Mspl kol Msel! Mspl και Msel)
I I
Καθαρισμός (kit) Καθαρισμός (kit)
Διάγραμμα 3: "Δημιουργία αντιπροσώπευσης"
Αρχικά, γίνεται παρασκευή και πέψη των 
δειγμάτων από αρσενικά και θηλυκά άτομα 
του B.oleae με τα περιοριστικά ένζυμα Dpnll,
Mspl και Msel. Στη συνέχεια, ακολουθεί η 
αντίδραση σύνδεσης με τους προσαρμογείς 
oligo-R, η ενίσχυση του προϊόντος μέσω της 
αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 
(PCR) και καθαρισμός και πέψη του 
ενισχυμένου προϊόντος για την 
απομάκρυνση των προσαρμογέων.
Πορεία
1. Παρασκευή μίγματος ϋΝΑτων 
δειγμάτων του Ισραήλ και της Βιέννης, 
συνολικής ποσότητας 20pg αρσενικών και 
θηλυκών ατόμων αντίστοιχα. Ο τελικός 
όγκος του κάθε μίγματος ήταν 60μΙ.
2. Δημιουργία τριών κλασμάτων του 
παραπάνω μίγματος και πέψη αυτών με την 
χρήση των περιοριστικών ένζυμων Dpnll, 
Mspl και Msel.
a. Το μίγμα της πέψης περιείχε: 20μΙ DNA, 
5μΙ περιοριστικό ένζυμο, ΙΟμΙ Buffer (10Χ), 
ΙΟμΙ RNAse και νερό μέχρι τελικό όγκο ΙΟΟμΙ. 
Επώαση στους 37°C για όλο το βράδυ.
b. Αποθήκευση ΙΟμΙ της πέψης στους -20°C, 
χρήση ΙΟμΙ για την ηλεκτροφόρηση και 
προσθήκη 320μΙ ΤΕ στα εναπομείναντα 80μΙ. 
Εκχύλιση με φαινόλη- χλωροφόρμιο, 
ακολουθώντας το ίδιο πρωτόκολλο με την 
απομόνωση γενωμικού DNA (παράγραφος 
2.2). Αναδιάλυση των δειγμάτων με 20μΙ ΤΕ.
3. Αντίδραση σύνδεσης με προσαρμογείς- R 
στο γονιδιωματικό DNA.
a. Παρασκευή του μίγματος της σύνδεσης:
ΙδμΙ DNA, 7μΙ ligase Buffer (5Χ), 4μΙ R#24 
[2\xg/ μΙ), 2μΙ R#12 [2\ig/ μΙ) και ΙμΙ
ddH20.
b. Τοποθέτηση των δειγμάτων στο 
eppendorf cycler:
i. Στους 50°C για 5 λεπτά (το καπάκι 
της συσκευής ήταν στους 115°C). 
ϋ. Σε διάρκεια 1 ώρας 
πραγματοποιήθηκε βαθμιδωτή
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μεταβολή της θερμοκρασίας στους 
5°C με ρυθμό 0.6°C/min, όπου 
παρέμειναν τα δείγματα για 5 λεπτά, 
ίϋ. Προσθήκη 3μΙ λιγάσης (500 U/μΙ) και 
επώαση στους 14°C όλο το βράδυ.
4. PCR Δοκιμής: Στο σημείο αυτό 
πραγματοποιήθηκε μια PCR δοκιμής για να 
διαπιστωθεί ποια θα ήταν η καταλληλότερη 
συγκέντρωση DNA που θα έδινε το 
υψηλότερο δυνατόν ποσοστό ενίσχυσης του 
γενώματος.
Πορεία
a. Προσθήκη 140μΙ ddH20 (6 ng/μΙ). 
Παρασκευή μίγματος (1) που περιείχε 36ng 
DNA, 3.6μΙ Buffer 10Χ, 1.08μΙ MgCI2 50mM,
0.72μΙ dNTPs και 22.6μΙ ddH20.
b. Λήψη 6μΙ από το μίγμα (1) και 
παρασκευή του μίγματος (2), το οποίο 
περιείχε με αυτόν τον τρόπο 0.2ng/pl DNA. 
Ομοίως, για το μίγμα (3), μεταφορά 6μΙ από 
το μίγμα (2).Τελική ετοιμασία επτά 
μιγμάτων, τα οποία περιείχαν το πρώτο 
μίγμα lng/μΙ DNA, το δεύτερο 0.2ng/pl, το 
τρίτο 0.04ng/pl, το τέταρτο 8pg/pl, το 
πέμπτο l.Spg/μΙ, το έκτο 0.32pg/μΙ και το 
έβδομο 0.064pg/^l. Δηλαδή, κάθε φορά 
υπήρχε ένας παράγοντας αραίωσης 1:5.
c. Προσθήκη στο κάθε δείγμα ΙμΙ primer 
R#24. Τοποθέτηση των δειγμάτων για 
3λεπτά στους 72°C, προσθήκη ΙμΙ Taq DNA 
πολυμεράσης 5U/pl (της εταιρείας 
Invitrogen) και επώαση για 5 λεπτά στους 
72°C.
d. 20 κύκλοι αντίδρασης σε συνθήκες 1 
λεπτού στους 95°C και 3 λεπτών στους 72°C.
5. PCR για τη δημιουργία 
αντιπροσώπευσης: Επιλέχθηκε η καλύτερη 
αραίωση από την PCR δοκιμής τόσο για τα 
αρσενικά όσο και για τα θηλυκά άτομα και 
παρασκευάστηκαν τέσσερις PCR των 200μΙ 
για το κάθε ένα.
DNA (σε pg) Ποσό 
χητα 
σε μΙ
Μίγμα Dpnll Male 1.600 27
των
ΙΟΟμΙ
Female 800 14
Mspl Male 800 14
Female 800 14
Msel Male 800 14
Female 800 14
Πίνακας 2:" DNA αραίωση 1:100, (60 pg/μΙ)"
Στη συνέχεια, πραγματοποιείται παρασκευή 
δύο μιγμάτων PCR, όπου το πρώτο περιέχει 
27μΙ DNA και το δεύτερο 14μΙ DNA και 
προσθήκη στο καθένα ΙΟΟμΙ Buffer 10Χ, 30μΙ 
MgCl2 50mM, 20μΙ dNTPs, 30μΙ primer R#24 
και ddH20 μέχρι τελικό όγκο 800μΙ. 
Προστίθενται 6μΙ Taq DNA πολυμεράσης με 
τον ίδιο τρόπο που πραγματοποιήθηκε η PCR 
δοκιμής (2.5.I.D).
6. Καθαρισμός της PCR: Η παραπάνω PCR
εκχυλίζεται μέσω του πρωτοκόλλου 
"Φαινόλη: Χλωροφόρμιο: Ισοάμυλο-
αλκοόλη" με αναλογία 25:24:1. Προστίθενται 
200μΙ από το μίγμα αυτό στο κάθε δείγμα, τα 
οποία κατακρημνίζονται με την προσθήκη 
ΙΟΟμΙ άλατος αμμωνίου 7.5Μ και 800μΙ 
απόλυτης Αιθανόλης (cold). Τοποθετούνται 
τα δείγματα για 15λεπτά στους -80°C και εν 
συνεχεία, γίνεται φυγοκέντρηση στις 
14.000rpm για 10 λεπτά. Το ίζημα ξεπλένεται 
με 500μΙ Αιθανόλης περιεκτικότητας 70%, 
φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 14.000rpm, 
αφαιρείται το υπερκείμενο, αφήνεται να 
στεγνώσει και αναδιαλύεται σε ΙΟμΙ ΤΕ.
7. Πέψη της αντιπροσώπευσης για την 
απομάκρυνση των προσαρμογέων- R: Για τη 
πέψη χρησιμοποιούνται 48μΙ DNA, ΙΟμΙ 
Buffer 10Χ, 5μΙ περιοριστικού ενζύμου (για 
το Msel προστέθηκε επίσης ΙμΙ BSA 100Χ) 
και ddH20 ώστε ο τελικός όγκος να είναι 
37μΙ. Τα δείγματα επωάζονται στους 37°C
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όλο το βράδυ. Ακολουθεί καθαρισμός των 
δειγμάτων πέψης εφαρμόζοντας PCR micro 
Kit (Invitrogen).
2.6.11 DPI: Differential product I
Λαμβάνεται το προϊόν της πέψης από την 
παραπάνω πορεία και χρησιμοποιείται για 
τη δημιουργία του πρώτου προϊόντος της 
αντιπροσώπευσης.
Πορεία
1. Σύνδεση με προσαρμογείς- J στα 
αρσενικά άτομα και θηλυκό γονιδιωματικό 
DNA: Ακολουθείται η ίδια διαδικασία με 
αυτήν της σύνδεσης με τους προσαρμογείς-R 
(παράγραφος 2.5.1.3), με τη διαφορά ότι 
προστίθενται οι προσαρμογείς J#24 και J#12.
2. PCR Δοκιμής: Προστίθενται 140μΙ ddH20 
(6 ng/μΙ) στα δείγματα. Κατόπιν, 
παρασκευάζεται μίγμα που περιέχει 0.5μΙ 
DNA (που προέρχεται από την προηγούμενη 
αραίωση), 3μΙ Buffer 10Χ, 0.9μΙ MgCI250mM,
0.6μΙ dNTPs, ΙμΙ primers (R#24; J#24) και 
23μΙ ddH20. Κατασκευάζονται άλλες δυο PCR 
των 200μΙ για τα θηλυκά άτομα με primers 
R#24. Για την αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (PCR) ακολουθείται η ίδια 
διαδικασία με την παράγραφο (2.5.1.4).
3. Απομόνωση DNA (DPI 1:100): 
Αναμειγνύονται 7μg DNA από τα θηλυκά 
άτομα (από Αντιπροσώπευση) και 70ng DNA 
από τα αρσενικά άτομα συνδεδεμένα με 
oligo-J και προστίθεται ΤΕ ώστε ο τελικός 
όγκος του διαλύματος να είναι 200μΙ.
Η απομόνωση του DNA πραγματοποιείται 
μέσω του πρωτοκόλλου της "Φαινόλη: 
Χλωροφόρμιο: Ισοάμυλο- αλκοόλη" και
Αιθανόλης.
4. Υβριδοποίηση αρσενικών ατόμων με 
oligo- J με θηλυκά από Αντιπροσώπευση: 
Πραγματοποιείται αναδιάλυση των
δειγμάτων σε 4μΙ HEPES 30mM, ρΗ8.0, 3mM 
EDTA, τοποθέτησή τους σε σωλήνες για PCR 
και κάλυψη τους με mineral oil. Στη 
συνέχεια, θερμαίνονται τα δείγματα στους 
98°C για 6 λεπτά, προστίθεται ΙμΙ NaCI 5Μ 
και επωάζονται στους 67°C για όλο το 
βράδυ.
5. Ενίσχυση της υβριδοποίησης: Στα 
δείγματα της υβριδοποίησης προστίθονται 
8μΙ ΤΕ που περιέχουν 5pg/pl RNA (από 
medfly) και αραιώνονται σε ΙΟΟμΙ ΤΕ.
Σε δύο σωλήνες των 200μΙ πραγματοποιείται 
PCR (για το καθένα) με 20μΙ DNA, 20μΙ Buffer 
10Χ, 6μΙ MgCl250mM, 4μΙ dNTPs, 6μΙ primers 
J#24, 6μΙ Taq DNA πολυμεράση και 138μΙ 
ddH20. Ακολουθείται εκχύλιση με φαινόλη, 
κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη και 
αναδιάλυση του DNA με 20μΙ ΤΕ.
Το προϊόν που ανακτήθηκε ονομάστηκε DPI.
6. Πέψη της Αντιπροσώπευσης για την 
απομάκρυνση προσαρμογέων-J: 
Ακολουθείται πέψη των δειγμάτων, επώαση 
τους στους 37°C για 3 ώρες και εν συνεχεία, 
καθαρισμός εφαρμόζοντας PCR micro Kit 
(Invitrogen).
Στο τέλος της παραπάνω διαδικασίας 
λήφθηκε το πρώτο προϊόν, το οποίο 
ονομάστηκε DPI και χρησιμοποιήθηκε για τη 
συνέχεια της δημιουργίας των 
αντιπροσωπευτικών πέψεων .
2.6.Ill DP2: Differential product II 
Πορεία
1. Σύνδεση με προσαρμογείς- Ν στο DPI: 
Ομοίως με την παράγραφο (2.5.1.3), όμως 
προστίθενται οι προσαρμογείς Ν#24 και 
Ν#12.
2. PCR Δοκιμής: Ομοίως με την παράγραφο
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(2.5.1.4), προσθέτοντας όμως ΙμΙ από τους 
primers J#24 και Ν#24.
3. Απομόνωση DNA (DP2 1:800):
Αναμειγνύονται 10μg DNA από τα θηλυκά 
άτομα και 12.5ng DNA από τα DPI 
συνδεδεμένα με oligo- Ν και προστίθεται ΤΕ 
ώστε ο τελικός όγκος του διαλύματος να 
είναι 200μΙ. Η εκχύλιση του DNA 
πραγματοποιείται χάρη στο πρωτόκολλο 
"Φαινόλη: Χλωροφόρμιο: Ισοάμυλο-
αλκοόλη" και Αιθανόλης.
4. Υβριδοποίηση DPI με oligo- Ν με θηλυκά
από Αντιπροσώπευση: Ομοίως με την
παράγραφο (2.5.11.4).
5. Ενίσχυση της υβριδοποίησης: Ομοίως με 
την παράγραφο (2.5.11.5), με τη διαφορά ότι 
γίνεται προσθήκη 6μΙ primers Ν#24.
Το προϊόν που ανακτήθηκε ονομάστηκε DP2.
6. Πέψη της Αντιπροσώπευσης για την 
απομάκρυνση των προσαρμογέων-J: 
Ακολούθησε πέψη των δειγμάτων, τα οποία 
αφέθηκαν στους 37°C για 3 ώρες και εν 
συνεχεία, έγινε καθαρισμός εφαρμόζοντας 
PCR micro Kit (Invitrogen).
2.6.1V DP3: Differential product III
To προϊόν DP2 χρησιμοποιήθηκε ως 
εκμαγείο για τη συνέχεια του προτύπου 
αντιπροσώπευσης.
Πορεία
1. Σύνδεση με προσαρμογείς- J στο DP2: 
Ομοίως με την παράγραφο (2.5.1.3), όμως 
προστίθενται οι προσαρμογείς J#24 και J#12.
2. PCR Δοκιμής: Στους σωλήνες, αρχικά, 
προστέθηκαν 140μΙ ddH20 (6 ng/μΙ). 
Κατόπιν, παρασκευάζεται μίγμα με 0.5μΙ 
DNA (αραιωμένο 1:100), 3μΙ Buffer 10Χ, 0.9μΙ 
MgCl250mM, 0.6μΙ dNTPs, ΙμΙ primers (J#24;
Ν#24) και 23μΙ ddH20. Για την αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης (PCR) ακολουθείται 
η ίδια διαδικασία με την παράγραφο 
(2.5.1.4).
3. Απομόνωση DNA (DP3 1:400.000):
Αναμειγνύονται 20μg DNA από τα θηλυκά 
άτομα και >50pg DNA από DP2 συνδεδεμένα 
με oligo- J και προστίθεται ΤΕ ώστε ο τελικός 
όγκος να είναι 200μΙ. Για την απομόνωση του 
DNA εφαρμόζεται το πρωτόκολλο "Φαινόλη: 
Χλωροφόρμιο: Ισοάμυλο- αλκοόλη" και
Αιθανόλη.
4. Υβριδοποίηση DP2 με oligo-J με θηλυκά 
από representation: Ίδια διαδικασία με την 
παράγραφο (2.5.11.4).
5. Ενίσχυση της υβριδοποίησης:
Στα δείγματα της υβριδοποίησης 
προστέθηκαν 8μΙ ΤΕ με 5μg/μl RNA (από 
medfly) και αραιώνονται σε ΙΟΟμΙ ΤΕ.
Σε ένα σωλήνα των 200μΙ γίνεται PCR με 20μΙ 
DNA, 20μΙ Buffer 10Χ, 6μΙ MgCI, 4μΙ dNTPs, 
6μΙ primer J#24, 6μΙ Taq DNA πολυμεράση 
και 138μΙ ddH20. Ακολουθείται εκχύλιση με 
φαινόλη, κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη 
και αναδιάλυση του DNA με 20μΙ ΤΕ.
Στο τέλος αυτής της παραπάνω διαδικασίας 
λήφθηκε το τρίτο προϊόν, το οποίο 
ονομάστηκε DP3.
2.7 Κλωνοποίηση
Πραγματοποιήθηκε εισαγωγή του προϊόντος 
της PCR σε φορέα pCR 2.1 ΤΟΡΟ- ΤΑ (για τις 
βιβλιοθήκες Mspl-DP3 και Msel-DP3)
Πορεία
1. Παρασκευή μίγματος που περιέχει 4μΙ 
PCR, ΙμΙ Salt solution (1.2Μ NaCl, 0.06Μ 
MgCI2) και ΙμΙ ΤΟΡΟ Vector, ανάδευση και
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επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 
30λεπτά.
2. Προσθήκη του μίγματος σε κύτταρα E.coli 
ΤΟΡΟΙΟ (Invitrogen), ανάδευση και επώαση 
στον πάγο για 30 λεπτά.
3. Πρόκληση θερμικού σοκ (heat shock) 
στους 42°C για 30 δευτερόλεπτα.
4. Προσθήκη 250μΙ διαλύματος S.O.C και 
για μια ώρα στους 37°C υπό ανάδευση.
S.O.C Medium
2%Tryptone
0.5% Yeast Extract 
lOmM NaCl 
2.5mM KCI 
lOmM MgCl2 
lOmM MgS04 
20mM glucose
5. Ετοιμασία τριβλίων για την εφαρμογή 
στερεής καλλιέργειας, οι οποίες περιείχαν 
LB, agar, Amp 50γ/ ml και X- gal. Επώαση όλο
το βράδυ στους 37°C και εν συνεχεία, 
διατήρηση στους+4°C.
Διάλυμα Bacto-trypone 10g,
LB (ανά bacto-yeast extract
λίτρο) 5g, IMaCI lOg, NaOH 
10M ΙΟΟμΙ
Διάλυμα 
LB με LB με 15g bacto-
άγαρ agar
(ανά
λίτρο)
2.8 Απομόνωση Πλασμιδιακού DNA 
(Miniprep)
Πραγματοποιείται υγρή καλλιέργεια στους 
κλώνους που λαμβάνονται από τα τρυβλία, η 
οποία περιέχει LB με αμπικιλλίνη 50μg/ml. 
Επωάζεται για όλο το βράδυ στους 37°C υπό 
ανάδευση.
Εν συνεχεία, πραγματοποιείται απομόνωση 
πλασμιδιακού DNA στους προτιμητέους 
κλώνους με τη χρήση PureLink™ Quick 
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).
2.9 Ανάλυση κατά Southern (Southern, 
1975)
A. Πέψη αρσενικών και ϋηλυκών ατόμων 
με τα περιοριστικά ένζυμα Mspl και Msel
Digestion
mix
Mspl Msel
M F Μ F
DNA 5Bg 5μg 5pg 5pg
Buffer 10X ΙΟμΙ ΙΟμΙ
Mspl ΙΟμΙ -
Msel - ΙΟμΙ
BSA - ΙμΙ
ddH20 .... μέχρι
ΙΟΟμΙ
.... μέχρι
ΙΟΟμΙ
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Παρασκευή του μίγματος της πέψης και 
επώαση στους 37°C για όλο το βράδυ.
Β. Κατακρήμνιση DNA
Ακολουθεί προσθήκη ΙΟΟμΙ ΤΕ, ΙΟΟμΙ Άλας 
Αμμωνίου 7.5Μ και 400μΙ κρύα Αιθανόλη και 
εφαρμογή του πρωτοκόλλου για την 
κατακρήμνιση του DNA (παράγραφος 
2.5.1.F).
C. Ηλεκτροφόρηση και Ανάλυση κατά 
Southern
Πορεία
1. Ηλεκτροφόρηση: Τα δείγματα 
ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα αγαρόζης 2% 
IX ΤΒΕ, στα 35V όλο το βράδυ στους 4°C.
2. Προετοιμασία πηκτωμάτων για την 
ανάλυση κατά Southern:
a. Θραύση μεγάλων κομματιών DNA μέσω 
της αποκοπής πουρινών και οξέως 
(fragmentation of large DNA and acid 
depurination): Τοποθέτηση του πηκτώματος 
σε διάλυμα HCI 0.2Μ για 10 λεπτά.
b. Αποδιάταξη του DNA και 
εξουδετέρωση: Επώαση του gel για 15 λεπτά 
σε διάλυμα αποδιάταξης, επί δύο φορές. 
Ομοίως για το διάλυμα εξουδετέρωσης.
Buffer
Αποδιάταξης 1.5Μ NaCI
(Denaturation) 0.5Μ NaOH
Εξουδετέρωσης 1Μ Tris- HCI,
(Neutralization) pH 7.4
1.5M NaCI
3. Ανάλυση κατά Southern:
a. Κατασκευή μηχανισμού "blotting"
b. Επώαση της μεμβράνης για 12 με 18ώρες 
για τη μεταφορά του gel.
Buffer
20X SCC 3M NaCI
0.3M sodium
citrate
4. Σταθεροποίηση του DNA στη μεμβράνη:
a. Έκθεση της μεμβράνης στο UV για 
2λεπτά.
b. Προ- υβριδοποίηση σε διάλυμα προ- 
υβριδοποίησης (Amersham Gene Images 
AlkPhos Direct Labelling and Detection 
System, GE Healthcare) στους 55°C για 2 με 
3 ώρες.
Buffer
Προ-υβριδοποίησης:
0.5M NaCI 4% w/v blocking 
reagent Σε διάλυμα
Υβριδοποίησης
5. Σήμανση ανιχνευτή:
a. Θέρμανση ΙΟμΙ DNA (lOng/μΙ) στους 
100°Έγια 5 λεπτά.
b. Επώαση στον πάγο για 5 λεπτά.
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c. Προσθήκη ΙΟμΙ reaction buffer, 2μΙ 
labeling reagent, ΙΟμΙ cross - linker solution.
d. Επώαση στους 37°C via 30 λεπτά. 
Προσθήκη των ανιχνευτών στο διάλυμα 
υβριδοποίησης και επώαση στους 55°C για 
όλο το βράδυ.
6. "Ξέπλυμα" της μεμβράνης:
a. Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα 
πλύσης Α για 10 λεπτά, ξέπλυμα αυτής και 
επανατοποθέτηση της στο ίδιο διάλυμα για 
άλλα 10 λεπτά.
b. Ακολουθεί επώαση στο διάλυμα 
πλύσης Β για 10 λεπτά και επανάληψη της 
διαδικασίας.
Διάλυμα 
πλύσης A
-2Μ Urea, 0.1% (w/v) 
SDS, 50mM Na 
-phosphate pH 7.00, 
150mM NaCI, ImM 
-MgCI2, 0.2% (w/v)
blocking reagent
Διάλυμα -50mM Tris base pH
πλύσης Β 10.00, 0.1M NaCI,
-2mM MgCI2
7. Ανίχνευση σήματος:
a. Επώαση της μεμβράνης στο διάλυμα 
detection reagent (CDP- star) για 5 λεπτά.
b. Αφαίρεση του εναπομείναντος υγρού 
από τη μεμβράνη τινάζοντας την και 
τύλιγμά της μέσα σε διαφανή μεμβράνη.
c. Σε σκοτεινό δωμάτιο τοποθετείται η 
μεμβράνη σε κινηματογραφική ταινία 
(KODAK BIOMAX XAR FILM) και 
πραγματοποιείται εκθεση του blot για 
μια ώρα.
d. Πραγματοποιείται εμφάνιση της ταινίας.
2.10 PCR με τη χρήση primers ClAf και 
ClAr
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν
αραιώθηκαν με διάλυμα ΤΕ, επωάστηκαν για
30λεπτά στους 37°C και διατηρήθηκαν σε 
θερμοκρασία -20°C.
Πραγματοποιήθηκε ενίσχυση των κλώνων 
C1A.
Mix Ποσότητες σε μΙ
DNA 1
Buffer lOx 2.5
MgCl2 0.73
dNTPs 0.5
Primer f 0.5
Primer R 0.5
Taq pol 0.5
ddH20 18.75
Πορεία Ενίσχυσης (χ 24 κύκλους..)
1. Αποδιάταξη αρχικού DNA για 3 λεπτά 
στους 95°C.
2. Αποδιάταξη για 30 δευτερόλεπτα στους 
94°C.
3. Υβριδισμός εκκινητών για 30 
δευτερόλεπτα στους 58°C.
4. Πολυμερισμός αλυσίδων για 30 
δευτερόλεπτα στους 72°C.
5. Τελικός πολυμερισμός για 2 λεπτά στους 
72°C.
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3.1 Ποσοτικοποίηση γονιδιωματικού DNA 
ατόμων Bactrocera oleae
συνέχεια αραιώθηκε μέχρι τελικής 
συγκεντρώσεως 5 pg/μΙ.
Έγινε απομόνωση DNA από αρσενικά και 
θηλυκά άτομα Bactrocera oleae μέσω της 
μεθόδου Baruffi (εικόνα 13) και 
προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του DNA στα 
αρσενικά και θηλυκά άτομα (πίνακας 3).
Males (ng) Females (ng)
Πίνακας 3: "Ποσοτικοποίηση της απομόνωσης DNA 
από δείγματα της υβριδικής σειράς από το Ισραήλ του 
δάκου Bactrocera oleae"
Εικόνα 13: "Παράδειγμα ηλεκτροφόρησης DNA σε 
πήκτωμα αγαρόζης μετά από καθαρισμό του"
3.2 Ποσοτικοποίηση RNA από θηλυκά 
άτομα Ceratitis capitata
Έγινε απομόνωση RNA συνολικής ποσότητας 
25 pg/uL (260/280), το οποίο στη
3.3 Πέψη με περιοριστικά ένζυμα
Πραγματοποιήθηκε πέψη με τα περιοριστικά 
ένζυμα Mspl,Bglll, EcoRI, BamHI (εικόνα 14), 
Msel, Dpnll και Hindlll (εικόνα 15) ώστε να 
διαπιστωθεί με ποιο από τα παραπάνω 
ένζυμα προκύπτουν θραύσματα του 
γονιδιώματος μοριακού βάρους μεταξύ 100 
έως 1.000 bp.
Mspl Bglll
Μ F Μ F
EcoRI BamHI
M F M F
Εικόνα 14: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
μετά από την πέψη DNA με τα περιοριστικά ένζυμα 
Mspl, Bgll, EcoRI και BamHI (όπου M=male, δηλαδή 
αρσενικά άτομα και F=female, δηλαδή θηλυκά)"
Hindlll Dpnll Msel
Μ F Μ F Μ F
Εικόνα 15: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
μετά από την πέψη DNA με τα περιοριστικά ένζυμα 
Hindlll, Dpnll και Msel"
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Επιλέχθηκαν τα περιοριστικά ένζυμα Dpnll, 
Mspl και Msel, τα οποία αναγνωρίζουν 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες τεσσάρων 
βάσεων και δεδομένου ότι ήταν αυτά τα 
οποία έδωσαν τις πιο έντονες ζώνες στο 
εύρος 100 έως 1.000 bp κρίθηκαν ως τα 
καταλληλότερα για να χρησιμοποιηθούν 
στην κατασκευή βιβλιοθηκών (εικόνα 16).
Dpn II Mspl Msel
Μ f I M F M F
Εικόνα 16: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αναρόζης 
προϊόντων πέψης με τα περιοριστικά ένζυμα Dpnll, 
Mspl και Msel"
3.4 Κατασκευή βιβλιοθήκης RDA 
(Representational Digestion Analysis, 
Ανάλυση Αντιπροσωπευτικής Πέψης) 
(Lisistyn et al., 1993)
3.4.1 Δημιουργία Αντιπροσωπευτικών 
πέψεων
Οι προσαρμογείς που χρησιμοποιήθηκαν 
κατά την διεξαγωγή της δημιουργίας των 
αντιπροσωπεύσεων ήταν οι εξής:
R-Dpn24,
5'-AG CACTCTCCAG CCTCTCACCG CA-3'
R- Dpnl2;
5'-GATCTGCGGTGA-3'
J- Dpn24,
5'-ACCGACGTCGACTATCCATGAACA-3'
J- Dpnl2,
5'-GATCTGTTCATG-3'
N- Dpn24,
5'-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA-3'
N- Dpnl2,
5'-GATCTTCCCTCG-3'
R-Msp24,
5'-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCAC-3'
R-Mspl2,
5'-CGGTGCGGTGAG-3'
J-Msp24,
5'-ACCGACGTCGACTATCCATGAACAC-3'
J-Mspl2,
5'-CGGTGTTCATGG-3'
N-Msp24,
5'-AGGCAACTGTGCTACTCGAGGGAAC-3'
N-Mspl2,
5'-CGGTTCCCTCGA-3'
R-Mse24,
51 -AG CACTCTCCAG CCTCTCACCG CAT-3' 
R-Msel2,
5'-TAATGCGGTGAG-3'
J-Mse24,
5'-ACCGACGTCGACTATCCATGAA CAT-31 
J-Msel2,
5'-TAATGTTCATGG-3'
N-Mse24,
5'-AG G CAACTGTG CTACTCG AG G G AAT-3' 
N-Msel2,
5'-TAATTCCCTCGA-3'
1. PCR δοκιμής:
Αρχικά, πραγματοποιήθηκε μια αλυσιδωτή 
αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) ενίσχυσης 
του γονιδιώματος στα προϊόντα της πέψης 
των περιοριστικών ενζύμων Dpnll, Mspl και 
Msel και πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές 
αραιώσεις (εικόνες 17, 18 και 19). Στόχος
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ήταν να προσδιοριστεί ποια συγκέντρωση 
του DNA είναι εκείνη στην οποία 
παρατηρείται αυξημένη ενίσχυση του 
προϊόντος και είναι η καταλληλότερη για την 
διεξαγωγή των αντιπροσωπεύσεων.
Τα προϊόντα της πέψης ενισχύθηκαν μέσω 
της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (PCR), χρησιμοποιώντας ως 
εκκινητή τον R#24.
Dp nil
femalesmoles
Εικόνα 17: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
μετά από την PCR αραίωσης σε αρσενικά kol θηλυκά 
άτομα Bactrocera oleae με το ένζυμο περιορισμού 
Dpnll και συνδεδεμένο με το oligo-R"
Mspi
males females
Εικόνα 18: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
μετά από την PCR αραίωσης σε αρσενικά και θηλυκά 
άτομα"
Msel
males females
Εικόνα 19: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
μετά από την PCR αραίωσης σε αρσενικά και θηλυκά 
άτομα Bactrocera oleae με το περιοριστικό ένζυμο 
Msel και συνδεδεμένο με oligo-R"
Στον πίνακα (4) παρουσιάζονται οι 
κατάλληλες συγκεντρώσεις DNA που 
επιλέχθηκαν από την PCR δοκιμής.
mix "καλύτερη Ποσότητα
αραίωση" περιεχομένου 
DNA σε pg/μΙ
Dpnll Μ η°5 1.6
F η°4 8
Mspi Μ η°4 8
F
ΟC 8
Msel Μ η°4 8
F η°4 8
Πίνακας 4: "Αποτελέσματα αραίωσης από την PCR 
δοκιμής (όπου M=Male, F=Female)"
2. Αντιπροσώπευση:
Μετά την επιλογή καλύτερης αραίωσης, 
πραγματοποιήθηκε εκ νέου ενίσχυση του 
DNA, χρησιμοποιώντας ως εκκινητή τον 
R#24. To DNA εκχυλίστηκε (πίνακας 5) και 
πραγματοποιήθηκε πέψη για την 
απομάκρυνση των oligo-R (εικόνα 20).
Mix ng σε 30μΙ
Dpnll ΙΗΔΙ 6.480
F 6.792
Mspi 6.372
F 6.939
Msel 5.322
F 7.191
Πίνακας 5: "Συγκεντρώσεις δειγμάτων DNA μετά την 
εκχύλιση"
Dpnll Mspi Msel
Μ F Μ F Μ F
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Εικόνα 20: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αναρόζης 
της αντιπροσώπευσης για την απομάκρυνση των 
προσαρμονέων-R"
3.4.11 DPI: Differential product I 
1. PCR δοκιμής:
Οι αντιπροσωπεύσεις των αρσενικών 
ατόμων υπέστησαν σύνδεση με 
προσαρμογείς oligo-J και ενισχύθηκαν μέσω 
της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης, χρησιμοποιώντας ως 
εκκινητές τους R#24 και J#24 για να 
επιβεβαιωθεί εάν οι προσαρμογείς oligo-J 
είχαν συνδεθεί στις αντιπροσωπεύσεις 
(εικόνα 21).
Dpn II Mspl Msel
R J R J R J
Εικόνα 21: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αναρόζης 
των αρσενικών ατόμων συνδεδεμένων με oligo-J μετά 
από την PCR δοκιμής"
2. Δημιουργία του DPI:
Οι αντιπροσωπεύσεις των αρσενικών
ατόμων συνδεδεμένων με oligo-J 
υβριδοποιήθηκαν με αυτές των θηλυκών και 
το υβριδοποιημένο DNA ενισχύθηκε μέσω 
του primer J#24 για τη δημιουργία του 
προϊόντος DPI. Εν συνεχεία, 
πραγματοποιήθηκε πέψη της
αντιπροσώπευσης για την απομάκρυνση 
προσαρμογέων-J (εικόνα 22) μέσω της
χρήσης PCR micro Kit (Invitrogen) και 
προσδιορίστηκαν οι συγκεντρώσεις τους 
(πίνακας 6).
DPI ng σε 48μΙ I
Dpnll1 6.475.2
Mspl 1 8.856
Msel H 1.840
Πίνακας 6: "Ποσοτικοποίηση του DNA μετά τον 
καθαρισμό"
Dpnll Mspl Msel
Εικόνα 22: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
του προϊόντος DPI"
3.4.Ill DP2: Differential product II
1. PCR δοκιμής:
Για την δημιουργία του δεύτερου προϊόντος 
της αντιπροσώπευσης χρησιμοποιήθηκε ως 
εκμαγείο το DPI, το οποίο υπέστη σύνδεση 
με προσαρμογείς oligo-N και ενισχύθηκε 
μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (PCR), χρησιμοποιώντας τον 
εκκινητή Ν#24. Επιπλέον,
πραγματοποιήθηκε ενίσχυση του DPI 
χρησιμοποιώντας ως εκκινητή τον J#24 για 
να διαπιστωθεί ότι όντος είχαν 
απομακρυνθεί οι προσαρμογείς oligo-J από 
το δείγμα μετά από τον καθαρισμό του με το 
micro Kit. Τα προϊόντα της ενίσχυσης 
ηλεκτροφορήθηκαν και επιβεβαιώθηκε η
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απομάκρυνση των oligo-J και η σύνδεση των 
προσαρμογέων oligo-N στο DPI (εικόνα 23).
Dpn II Mspl Msel
J N J N J N
Εικόνα 23: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
του προϊόντος DPI συνδεδεμένου με oligo-N μετά 
από την PCR δοκιμής"
2. Δημιουργία του DP2:
Το συνδεδεμένο με oligo-N DPI 
υβριδοποιήθηκε με τις αντιπροσωπεύσεις 
των θηλυκών ατόμων και το υβριδοποιημένο 
DNA ενισχύθηκε μέσω του εκκινητή Ν#24 για 
τη δημιουργία του προϊόντος DP2 (εικόνα 
24). Εν συνεχεία, πραγματοποιήθηκε πέψη 
της αντιπροσώπευσης για την απομάκρυνση 
των προσαρμογέων-Ν μέσω της χρήσης PCR 
micro Kit και προσδιορίστηκαν οι 
συγκεντρώσεις του προϊόντος DP2 (πίνακας 
7).
DP2 ng/uL 260/280 1
Dpnll 1 81.8 1.86
Mspl | 189.5 1.84
Msel J 125.2 1.85
Πίνακας 7: "Ποσοτικοποίηση του DNA μετά τον 
καθαρισμό"
Dpn II Mspl Msel
%Μ·
Εικόνα 24: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
DP2"
3.4.1V DP3: Differential product III 
1. PCR δοκιμής:
H DP2 υπέστη σύνδεση με τους
προσαρμογείς oligo-J και ενισχύθηκε μέσω
της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης, χρησιμοποιώντας ως εκκινητή 
τον J#24. Επιπλέον, το προϊόν DP2 
ενισχύθηκε με τον εκκινητή Ν#24 για να 
επιβεβαιωθεί η απομάκρυνση των
προσαρμογέων oligo-N.
Πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε
πήκτωμα αγαρόζης όπου διαπιστώθηκε η 
επιτυχής απομάκρυνση των προσαρμογέων 
oligo-N και η επιτυχής σύνδεση των oligo- J 
(εικόνα 25).
Dpn II Mspl Msel
Ν J Ν J Ν J
Εικόνα 25: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
του προϊόντος DP2 συνδεδεμένου με oligo-J μετά από 
την PCR δοκιμής"
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2. Δημιουργία του DP3:
Το συνδεδεμένο με oligo-J προϊόν DP2 
υβριδοποιήθηκε με τις αντιπροσωπεύσεις 
των θηλυκών ατόμων και το υβριδοποιημένο 
DNA ενισχύθηκε μέσω του primer J#24 για τη 
δημιουργία του προϊόντος DP3 (εικόνα 26).
Dpnll Mspt Msel
Εικόνα 26: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
DP3"
3. PCR Βιβλιοθήκη:
Για την δημιουργία της PCR βιβλιοθήκης 
χρησιμοποιήθηκαν τα περιοριστικά ένζυμα 
Dpnll, Mspl και Msel. Από αυτά τα τρία 
ενισχύθηκαν και έδωσαν προϊόν
αντιπροσώπευσης μόνο τα δύο τελευταία. Η 
βιβλιοθήκη Dpnll δεν προκάλεσε ενίσχυση 
καμιάς αλληλουχίας. Αυτό μπορεί να 
προκλήθηκε είτε λόγο κάποιου τεχνικού 
προβλήματος κατά τη διάρκεια της 
δημιουργίας αυτής της βιβλιοθήκης, για 
παράδειγμα μη σύνδεση των προσαρμογέων 
στο DNA που είχε υποστεί πέψη, είτε το 
ένζυμο αυτό να μην αναγνωρίζει 
αλληλουχίες DNA του χρωμοσώματος Υ στο 
απαιτούμενο μέγεθος για την συγκεκριμένη 
πειραματική διαδικασία.
Αρχικά, πραγματοποιήθηκε πέψη του 
γονιδιώματος των αρσενικών ατόμων και 
σύνδεση με τους προσαρμογείς oligo-R στο 
δείγμα (στήλη RM). Το προϊόν αυτό 
χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο για τη 
δημιουργία της πρώτης αντιπροσώπευσης 
(DPI). Αυτό, στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε 
για την δεύτερη αντιπροσώπευση (DP2), η 
οποία αποτέλεσε εκμαγείο της τρίτης (DP3).
Στην εικόνα (27), φαίνεται η συνολική 
πορεία από τις διαδοχικές 
αντιπροσωπεύσεις που πραγματοποιήθηκαν 
και παρατηρούνται οι ζώνες ενίσχυσης 
συγκεκριμένων αλληλουχιών του 
γονιδιώματος αρσενικών ατόμων του 
B.oleae. Οι αλληλουχίες αυτές του προϊόντος 
DP3 χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω για να 
διαπιστωθεί αν είναι Υ- ειδικές.
8mJ?R},DP2 DP3 Rm DPI DP2 DP3
Εικόνα 27: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αχαρόζης 
όπου διαφαινεται η συνολική εικόνα των προϊόντων 
που λάβαμε από τις αντιπροσωπεύσεις (RM, DPI, DP2 
και DP3) συγκριτικά με το δείγμα που περιείχε DNA 
συνδεδεμένο με oligo-R από αρσενικά άτομα 
Bactrocera oleae"
3.5 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA για 
Msel-DP3
Από τις τρεις βιβλιοθήκες που 
κατασκευάστηκαν επιλέχθηκε να αναλυθεί 
και να σταλεί για αλληλούχιση η τρίτη, αυτή 
του Msel.
Το πλασμιδιακό DNA τυχαίων κλώνων 
απομονώθηκε και υπέστη πέψη με το 
περιοριστικό ένζυμο EcoRI για να 
διαπιστωθεί ο επιτυχής ανασυνδυασμός. Οι 
θετικοί κλώνοι στάλθηκαν στην εταιρεία 
Macrogen Inc. για να προσδιοριστεί η 
αλληλουχία τους.
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C1C C1D C1E ClfCIS C1H CllClt C1M C1N
Εικόνα 28: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αναρόζης ίων κλώνων C1, μετά από πέψη με το ένζυμο EcoRI"
3.6 Αλληλούχιση του C1A
Η αλληλουχία προσδιορίστηκε με τη χρήση του primer Μ13 forward.
1. Αλληλουχία C1A
ACCG ACGT CG ACTAT CCAT G AACATTAAG G CATTTATT CAAT CT CT G AG G AAATT ATATAGTT CG ΑΑΤ G
GCTATAGCATATAGCTTCCGTACAAACTGAACATTTGGAATCAAGTATTTGTATGGAAAACTCTTTCATT
TGACGAGGTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATGTAATCTCCGAAGAAAT
TATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCCATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTAT
G AAAAACTCTTT CATTT G ACG AG GTAT CTTTACG ΑΑΑΤΤΤ G G CACG AATTGT CAGTTAAT GTT CATGG AT
AGTCGACGTCGGT
Εικόνα 29: "Η αλληλουχία C1A, όπου: Ν: oligo-J Mse24, ΤΤΑΑ: Msel restriction sequence και N:C1A primers"
2. Ανάλυση της αλληλουχίας CIA
a) Γενικά Χαρακτηριστικά 
Μήκος της αλληλουχίας: 360 bp 
Μήκος της αλληλουχίας χωρίς oligo-J: 312 bp 
Ποσοστό των βάσεων AT: 65.7%
b) Ανάλυση μέσω του ηλεκτρονικού προγράμματος Blastn (NCBi)
Accession Description
Max
score
Total
score
Query
coverage E value
Max
ident
AJ535757.1 Bactrocera oleae ovoB 277 539 96% 3,00E-71 84%
AJ535756.1 Bactrocera oleae ovoA 277 539 96% 3,00E-71 84%
FJ710563.1 Bactrocera dorsalis pnr gene 143 1312 95% 4,00E-31 85%
FJ710559.1 Bactrocera dorsalis pnr gene 125 299 85% Ι,ΟΟΕ-25 85%
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FJ710555.1 Bactrocera dorsalis pnr gene 125 299 85% l,00E-25 85%
FJ710550.1 Bactrocera dorsalis eve gene 114 209 81% 2,00E-22 80%
FJ710598.1
Bactrocera dorsalis tko and gt 
genes 91.5 152 83% 2,00E-15 71%
EU489807.1
Ceratitis capitata 
microsatellite Medflymicl52 91.5 170 68% 2,00E-15 88%
U97104.1 Bactrocera tryoni white gene 73.4 141 60% 6,00E-10 76%
M34544.1 D.virilis sevenless gene 66.2 66.2 80% 9,00E-08 68%
AF098329.1
Drosophila virilis eyeless 
protein gene 62.6 123 80% l,00E-06 73%
EU489756.1
Bactrocera oleae microsatellite 
Bomsl4 60.8 60.8 16% 4,00E-06 86%
AF289109.1
Drosophila lummei L5 
transposon Penelope gene 60.8 60.8 30% 4,00E-06 75%
EU523047.1
Drosophila montana hsp70 
gene 51.8 51.8 27% 0.002 75%
Πίνακας 8: "Αποτελέσματα σύγκρισης της αλληλουχίας C1A με γνωστές αλληλουχίες,
χρησιμοποιώντας τη βάση δεδομένων Blastn"
c) Στοίχιση της αλληλουχίας C1A
Πραγματοποιήθηκε στοίχιση με τις πρώτες τρεις αλληλουχίες που βρέθηκαν από 
τον πίνακα (6) με το πρόγραμμα Blastn. Για τη στοίχιση χρησιμοποιήθηκε το 
πρόγραμμα T-Coffee.
C1A
AJ535757.1 
AJ535756.1 
FJ710563 . 1
TTAAGGCATTTATTCAATCTCTGAGGAAATTATATAGTTCGAATGG CT
CT
C:T
CIA
AJ535757.1 
AJ 5 3 5 7 5 6. 1 
FJ710563.I
- AG C A C A A G C i _ C C G T A C A A A C V A A C A 1' T L G G A A 7 C A A G A 
AT A G C A TATA G C T G C C A A A C A A A C T C- A A C. A A T C G G A A C- C A A <3 T C 
Λ T Λ SCAT A T Λ SCTS C C Λ Λ Λ C Λ Λ Λ C Τ G Λ A C Λ A Τ C C- G Λ Λ C- C Λ Λ GTC
Τ1 G 
Τ Τ 3 
Τ Τ 3 
lagtccttg
Cl A
AJ535757.1 
AJ53575S.1 
FJ7135S3 . 1 σ ο a a a a t
'CTTTCATTTGACGAGGTAGCTTCACGAAATGTTGCAT 
ΊIΤ Τ T A ΤΤ T G AA G T A A 7 A T C A T C A C G A AA T ? TG G CAT 
ΓΤΤΤΤΤΑΤΤ TGAAGTΑΑΓΑ7 CAT CACGAAATT7GGCAT 
tt. teat ttgccaagatatcttcacgaagttc
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Cl A ΑΤΑΤΤΑΤ ΤA TTT CAGOCAACAAT 3ΤΑΑΤ C 7 CCC- AA S A A AT T A 7 7 C A I- T
AJ535757.1 C ACTTA7TTTCTAAC CCAA CAA T A TAAΊC1CCC AAAA A T 7 T C 711ACA
AJ535756.1 A: J 7 T A ? Γ ? 7 ‘v T AA G G ·.. A A G A A T A T & A T v_ T ··. C C? A A A A A T _ T G T _ T A G A
FJ710563.1 ci C H <-■ d L ci C cl C ci ci ct -J- ci ct d. d C i- ct C d cL L U L C C‘ U d. ci ά d d cl L d L L- C d U c£
CIA
AJ535757.1 
AJ535756.1 
FJ7105S3 . 1
Cl A
AJ 5 3 5 7 5 7 
AJ5 3 5 7 5 6 
FJ710 56 3
CIA TTACGAAATTTGG C AC GΑΑΊ T GTCAGTTAA
AJ535757.1 TCACA--------------------------------- AAAT T
AJblb / bb . 1 TCACA--------------------------------- A A AT Ί
FJ710563.1 :cacg--------------------------------- aaat -tt ag--c a
d) Ανάλυση κατά Southern με ανιχνευτή την αλληλουχία C1A
Η ανάλυση κατά Southern πραγματοποιήθηκε στο γονιδιωματικό DNA του B.oleae, της 
σειράς του Ισραήλ μετά από πέψη με το περιοριστικό ένζυμο Msel. Χρησιμοποιήθηκε 
τόσο για τα αρσενικά όσο και για τα θηλυκά άτομα η ίδια ποσότητα του DNA (5 μΒ).
Από την υβριδοποίηση προέκυψε σήμα και στα δύο φύλα, μεγαλύτερης όμως έντασης 
στα αρσενικά άτομα (εικόνα 30). Το γεγονός αυτό είναι αποτέλεσμα της ύπαρξης 
μεγαλύτερου αριθμού αντιγράφων των αλληλουχιών αυτών στα αρσενικά άτομα του 
B.oleae, δηλαδή του μεγαλύτερου αριθμού μορίων της αλληλουχίας C1A που 
εντοπίζονται στο γονιδίωμα τους.
ό---- ο---- ο
Εικόνα 30: "Ανάλυση κατά Southern"
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e) Σχεδιασμός των εκκινητών χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Primer 3.0.
Primer3 Output
1 TTAAGGCATTTATTCAATCTCTGAGGAAATTATATAGTTCGAATGGCTATAGCATATAGC 
61 TTCCGTACAAACTGAACATTTGGAATCAAGTATTTGTATGGAAAACTCTTTCATTTGACG 
121 AGGTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATGTAATCTCCGAAG
181 AAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCCATACAAACTGAACAATCGGAAT
2 41 CAAGTGCTTGTATGAAAAACTCTTTCATTTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGA
301 ATTGTCAGTTAA
KEYS (in order of precedence: 
left primer 
right primer
3.7 Ενίσχυση δειγμάτων του Bactrocera oleae από το Ισραήλ με τον primer C1A
Οι εκκινητές CIA (f, r) φαίνεται ότι ενισχύουν μόνο στα αρσενικά άτομα (εικόνα 31). 
Αν και αρχικά αναμενόταν ένα μόνο προϊόν ενίσχυσης ωστόσο διαπιστώθηκε ότι 
προκύπτουν και επιπλέον ζώνες πολλαπλάσιου μεγέθους.
mi m2 m3 fi f2 f3
Εικόνα 31: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης μετά από ενίσχυση του κλώνου C1A σε αρσενικά 
και θηλυκά άτομα"
3.8 Ανάλυση των αλληλουχιών που ενισχύθηκαν με τους primers C1A σε αρσενικά 
άτομα
Μετά από την PCR τα προϊόντα της ενίσχυσης κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακό 
φορέα pCR2.1, ακολούθησε μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων και εν
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συνεχεία, έγινε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA. Οι ανασυνδυασμένοι κλώνοι 
επιβεβαιώθηκαν μέσω της πέψης με το περιοριστικό ένζυμο EcoRI και επιλέχθηκαν 
για να αναλυθεί η αλληλουχία τους.
123 458739 10 11 12 13 14 15 18 17 13
•Jl
Εικόνα 32: "Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης των κλώνων C1A, μετά από πέψη με το ένζυμο 
EcoRI"
3.9 Ανάλυση των αλληλουχιών C1A
Η προσδιορισμός της αλληλουχίας των κλώνων που απομονώθηκαν έδειξε ότι η 
ζώνη μεγέθους 188 bp ταυτοποιείται στην αλληλουχία C1A. Οι ζώνες μεγαλύτερου 
μεγέθους (342 bp, 500 bp και 650 bp) συνδέονται με τη ζώνη 188 bp. Παρακάτω 
φαίνεται η σχέση μεταξύ των ζωνών. Πιο συγκεκριμένα, γίνεται σύγκριση του 
κλώνου C1A2 με τον κλώνο C1A3 και C1A18.
S1 Στοίχιση της αλληλουχίας C1A3 (342 bp) με την αλληλουχία C1A2 (188 bp)
C1A_3 (1)
C1A_2 (1)
C1A_2#2 (1)
C1A_3 (51)
C1A_2 (51)
C1A_2#2 (1)
C1A_3 (101)
C1A_2 (101)
C1A_2#2 (1)
C1A_3 (151)
C1A_2 (151)
C1A_2#2 (1)
C1A_3 (201)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (47)
C1A_3 (251)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (97)
1 50 
GTAGCT TCACGAAATGT TGCATΑΤΑΤ TAT ΤAT Τ Τ TAGGCAACAATGTAAT 
GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATGTAAT
51 100 
CTCCGAAGAAATTATTTAGTTCGGATGACTATAGCATTAAGCAGCCATAC 
CTCCGAAGAAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCCATAC
101 150 
AAACTGAACAATCGGAATGAAATTCTTGTATGGAAAACTCCTTCATTTGA 
AAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTTTTATTTGA
151 200
CGAGGTATCTTCACGAAATTTGGCATATATTACTATTTAAGGTATTTATT
CGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAAITGTCAGTT----------------------------
-------- GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATG
201 250
CAATCACCGATGAAATTATGTAGATCGGATATTTATAGCATATAGATTCC
TAATCTCCGAAGAAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCC 
251 300 
ATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGAGCTTGTATGGAAAACTCTGTCAT
ATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTTTTAT
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301 342
C1A_3 (301) TTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT
C1A_2 (189) ---------------------------------------------------------------------------------------------------
C1A_2#2 (147) TTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT
SI Στοίχιση της αλληλουχίας C1A18 (650 bp) με την αλληλουχία C1A2 (188 bp)
C1A_18 (1)
C1A_2 (1)
C1A_2#2 (1)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (51)
C1A_2 (51)
C1A_2#2 (1)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (101)
C1A_2 (101)
C1A_2#2 (1)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (151)
C1A_2 (151)
C1A_2#2 (1)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (201)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (47)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (251)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (97)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (301)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (147)
C1A_2#3 (1)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (351)
C1A_2 (189)
1 50 
GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATGTAAT 
GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATGTAAT
51 100
C T CCGAAGAAATTAT T CAG T T CGGAT GAC TATAGCATATAGC T GC CATAC 
CTCCGAAGAAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCCATAC
101 150 
AAACTGAATAATCGAAATCAAGTGCTTGAATGGAAAACTCTTTCATTTGT 
AAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTTTTATTTGA
151 200
CGAGGTCACTTCACGAAATTTGGCATATATTATTATTTAAGGCATTTATT
CGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT----------------------------
-------- GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAACAATG
201 250
CAATCTCTGAGGAAATTATATAGTTCGGATGGCTATAGCATATAGCTTCC
TAATCTCCGAAGAAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGCTGCC
251 300
ATACAAAC T GAACAT T TGGAATCAAGTAT T T GTATGGAAAACT C T T T CAT
ATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTTTTAT
301 350
TTGACGAGGTTTCTTCACGAAATTTTGTACGAATTATTATTTAAGGTTAC
TTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT------------------
------------------GTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGGCAAC
351 400
GATGTAATCTCCGAAGAAATTATTCAGAGCGGATGACTATAGCATATAGA
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C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (43)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (401)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (93)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (451)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (143)
C1A_2#4 (1)
C1A_18 (501)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (189)
C1A_2#4 (39)
C1A_18 (551)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (189)
C1A_2#4 (89)
C1A_18 (601)
C1A_2 (189)
C1A_2#2 (189)
C1A_2#3 (189)
C1A_2#4 (139)
AATGTAATCTCCGAAGAAATTATTCAGTTCGGATGACTATAGCATACAGC
401 450
TTCCATACAAATTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTT
TGCCATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAACTCTT
451 500
TCATTTGACGAGGTAGCTTCACGAAATTAGGCACAGATTGTCAGTTAAGG
TTATTTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT--------
----------------------------CTAGCTTCACGAAATGTTGCATATATTATTATTTCAGG
501 550
CAACAATGTAATCTCCAAAGAAATAATAAAGTTCGGATGACTATAGCGTA
CAACAAT G T AAT CTCCGAAGAAAT TAT T CAGTTCGGAT GACTATAGCATA 
551 600 
TAGCTGCCATACAAACTGAATAATCGAAATCAAGTGCTTGAATGGAAAAC
CAGCTGCCATACAAACTGAACAATCGGAATCAAGTGCTTGTATGGAAAAC 
6C1 650 
TCTTTCATTTGTCGAGGTATCTTCACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT
TCTTTTATTTGACGAGGTATCTTTACGAAATTTGGCACGAATTGTCAGTT
3.10 Ενίσχυση σε διάφορα άτομα Bactrocera oleae
Οι εκκινητές CIA (f, r) δίνουν προϊόν ενίσχυσης στα αρσενικό μόνο άτομα (εικόνα 
31). Για να αποδεδειχθεί εάν μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δείκτης 
διαφοροποίησης μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων του είδους Β.oleae, 
πραγματοποιήθηκε ενίσχυση του τμήματος αυτού σε διάφορα στελέχη του Β.oleae. 
Στην εικόνα 33 φαίνεται η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης των δειγμάτων 
Β.oleae από διάφορες γεωγραφικές περιοχές. Παρατηρούνται οι τέσσερις 
προαναφερθείσες ζώνες των 188 bp, 342 bp, 500 bp και 650 bp στα αρσενικά άτομα 
του είδους, ενώ στα θηλυκά δεν παρατηρείται κανένα αποτέλεσμα.
Συμπεραίνεται, επομένως, η κατάλληλη χρήση των εκκινητών CIA (f, r) ως δείκτες 
για τον διαχωρισμό μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων του είδους Β.oleae.
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Ισραήλ Δημόκριτος Ιορδανία Λίβανο
mi fi m2 f2 m3 f3 m4 f4
Εικόνα 33: "Ηλεκχροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης μετά από ενίσχυση του κλώνου C1A σε αρσενικά 
και θηλυκά άτομα σε διαφορετικά στελέχη του B.oleae"
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Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής 
εργασίας παρουσιάζεται η πρώτη μέθοδος 
μοριακής ανίχνευσης του φύλου στο είδος 
Bactrocera oleae. Δεδομένης της αδυναμίας 
διάκρισης των πρώιμων αναπτυξιακών 
σταδίων του εντόμου (έμβρυο, προνύμφη 
και νύμφη) βάσει μορφολογικών 
χαρακτηριστικών, η δυνατότητα μίας 
μεθόδου ανίχνευσης του φύλου κρίνεται 
μεγάλης οικονομικής σημασίας για τη μελέτη 
της γενετικής ανάπτυξης σε μοριακό 
επίπεδο.
Οι μέθοδοι μοριακής ανίχνευσης του φύλου 
βασίζονται στη χρήση γονιδιωματικών 
αλληλουχιών ειδικών για τα αρσενικά άτομα, 
δηλαδή αλληλουχιών που εντοπίζονται στο 
χρωμόσωμα Υ. Στην οικογένεια Tephritidae, 
στην οποία περιλαμβάνεται ο δάκος 
Bactrocera oleae, έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι 
μοριακής ανίχνευσης του φύλου μόνο στο 
είδος Ceratitis capitata (Douglas et a I, 2004). 
Χρησιμοποιώντας μορφολογικά
χαρακτηριστικά, η φυλετική ταυτοποίηση 
στα είδη εντόμων όπως αυτό της 
μεσογειακής μύγας των φρούτων, Ceratitis 
capitata απαιτεί είτε ολόκληρα δείγματα ή 
συγκεκριμένα μέρη του σώματος από το 
τελικό στάδιο της κάμπιας ή από το στάδιο 
ανάπτυξης της ενηλικίωσης (White and 
Elson- Harris, 1992). Αντίθετα, η μοριακή 
ανίχνευση του φύλου εφαρμόζεται πιο 
εύκολα, απαιτώντας μικρή ποσότητα DNA 
από τα διάφορα αναπτυξιακά στάδια του 
βιολογικού κύκλου. Επιπροσθέτως, η χρήση 
της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (PCR) είναι επιτρεπτή για 
αυτού του είδους μεθόδων καθώς απαιτεί 
μικρές μόνο ποσότητες υλικού για την 
επιτυχή λειτουργία της. Αυτά τα 
πλεονεκτήματα θεωρούνται σημαντικά για 
τη ανάλυση πολλών ολομετάβολων εντόμων 
όπου τα ανώριμα φυσιολογικά άτομα δεν 
μπορούν να διακριθούν από τα ενήλικα ή σε 
περιπτώσεις όπου είναι διαθέσιμες μόνο 
πολύ μικρές ποσότητες γενετικού υλικού.
Συζήτηση
Μοριακή ανίχνευση του φύλου έχει 
αναπτυχθεί για ένα μεγάλο εύρος 
θηλαστικών (Fernando and Melnick, 2001) 
καθώς και για είδη πτηνών (Griffiths et al., 
1998). Οι αλληλουχίες του DNA που είναι 
χρήσιμοι ως δείκτες μοριακής ανίχνευσης 
του φύλου, συνήθως προέρχονται από τα 
φυλετικά χρωμοσώματα. Αυτά τα 
χρωμοσώματα είναι μια ιδανική πηγή 
ειδικών φυλετικών αλληλουχιών DNA, διότι 
τα αρσενικά άτομα πολλών ειδών, 
συμπεριλαμβανομένης και της Μεσογειακής 
μύγας, φέρουν φυλετικά χρωμοσώματα τα 
οποία είναι ετερομορφικά (Zapater and 
Robinson, 1986). Επιπλέον, τα X και Υ 
χρωμοσώματα, καθώς παρουσιάζουν μια 
τελείως διαφορετική δομή, υφίστανται μικρή 
ή καθόλου γενετική αλλαγή διαμέσου του 
ανασυνδυασμού γονιδίων (Bedo, 1987). Τα Υ 
χρωμοσώματα τείνουν να περιέχουν λίγα 
συγγενικά λειτουργικά γονίδια και σπάνια 
φέρουν αλληλόμορφα που είναι 
συνδεδεμένα στο X χρωμόσωμα. Γενικά, η 
απλοειδής φύση του Υ χρωμοσώματος 
προτείνει ότι εξελίσσεται ανεξάρτητα από το 
X ή από άλλα χρωμοσώματα. Σε διαφορετικά 
είδη, ένας αριθμός από διαφορετικές 
μεταλλαγές έχουν εντοπιστεί στο Υ 
χρωμοσωμικό υλικό, ενώ το μεγαλύτερο 
μέρος τους είναι μοναδικοί νουκλεοτιδικοί 
πολυμορφισμοί (Hurles and Jobling, 2001).
Για την επίτευξη μοριακής ανίχνευσης 
φύλου, απαιτείται η χρήση ειδικών δεικτών 
για την ταυτοποίηση DNA αλληλουχιών, με 
προέλευση από το ένα ή και τα δύο φυλετικά 
χρωμοσώματα. Η απομόνωση τέτοιων 
δεικτών, που μπορούν να διαγνώσουν την 
παρουσία είτε του X είτε του Υ 
χρωμοσώματος, είναι δυνατόν να 
αποτελόσουν κριτήρια διαχωρισμού του 
φύλου των ατόμων ακόμη και σε πολύ 
αρχικά αναπτυξιακά στάδια.
Η πρώτη προσπάθεια μοριακής ανίχνευσης 
του φύλου σε έντομα της οικογένειας 
Tephritidae έγινε στο είδος Ceratitis capitata 
και ταυτοποιεί τα αρσενικά άτομα με βάση
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την θετική ενίσχυση αλληλουχιών 
επαναλαμβανόμενου DNA, που προέρχεται 
από το Υ χρωμόσωμα (Anleitner and Haymer, 
1992). Στην προσπάθεια αυτή λήφθηκαν 
DNA αλληλουχίες, που ήταν εμπλουτισμένες, 
ειδικές για το γονιδίωμα των αρσενικών 
ατόμων της Μεσογειακής μύγας και 
απομονώθηκαν μέσω μιας προσέγγισης 
διαφορικής υβριδοποίησης (differential 
hybridization approach). Στη συνέχεια, 
επιλέχθηκαν δώδεκα κλώνοι φάγων από τη 
γονιδιωματική βιβλιοθήκη, οι οποίοι έδωσαν 
πιο έντονο σήμα υβριδοποίησης με τον 
ανιχνευτή του γονιδιώματος των αρσενικών 
ατόμων από αυτό των θηλυκών. Η ανάλυση 
κατά Southern αποκάλυψε ότι αυτοί οι 
ανασυνδυασμένοι κλώνοι περιέχουν
τουλάχιστον ένα θραύσμα που προκαλείται 
μετά από πέψη με EcoRI. Το θραύσμα αυτό 
ήταν ειδικό ή εμφανιζόταν σε υψηλότερο 
βαθμό στο αρσενικό γονιδίωμα απ' ότι στο 
γονιδίωμα των θηλυκών ατόμων. Αυτά τα 
θραύσματα από το ένζυμο EcoRI, όταν 
χρησιμοποιήθηκαν ως ανιχνευτές,
δημιούργησαν ένα όμοιο μοτίβο με το 
πρότυπο των πολλαπλών ζωνώσεων που 
προκύπτει από το γονιδιωματικό DNA των 
αρσενικών ατόμων. Το γεγονός αυτό 
υποδήλωσε την παρουσία
επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών, οι 
οποίες ήταν ομόλογες με περιοχές που είναι 
ειδικές ή εμπλουτισμένες στα αρσενικά 
άτομα. Η In situ υβριδοποίηση σε μιτωτικά 
χρωμοσώματα επιβεβαίωσε την Υ 
χρωμοσωμική προέλευση για αυτές τις 
ειδικές, ως προς τα αρσενικά, 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες. Δεδομένα 
της οργάνωσης του γονιδιώματος δείχνουν 
μια διατήρηση αυτών των αλληλουχιών κατά 
τη διάρκεια της εξέλιξης. Σε αντίστοιχη 
προσέγγιση βασίστηκε η ανίχνευση του 
φύλου του κουνουπιού Anopheles gambiae 
(Krzywinski, 2004).
Μια άλλη μέθοδος συν-ενισχύει ομόλογες 
περιοχές του ριβοσωμικού DNA (rDNA) και 
στα δυο φυλετικά χρωμοσώματα. Στη 
Μεσογειακή μύγα, έχουν εντοπιστεί 
συστοιχίες του ριβοσωμικού DNA στα X και Υ
χρωμοσώματα (Bedo and Webb, 1989). Η 
διάκριση των αρσενικών και θηλυκών 
ατόμων γίνεται με βάση το πρότυπο των 
θραυσμάτων που προκύπτει μετά από πέψη 
με το περιοριστικό ένζυμο ΑροΙ των 
προϊόντων της PCR (Douglas, Untalan and 
Haymer, 2004). Αυτές οι δύο μέθοδοι είναι 
ικανές να επαληθεύουν τη φυλετική 
ταυτότητα των ατόμων, βασιζόμενοι με πολύ 
μικρές ποσότητες γενετικού υλικού, 
προερχόμενου από οποιοδήποτε στάδιο του 
βιολογικού κύκλου του εντόμου (Douglas et 
al., 2004).
Η μη συντήρηση των Υ-ειδικών αλληλουχιών 
της Μεσογειακής μύγας στο συγγενικό δάκο 
της ελιάς κατέστησε απαραίτητη την ανάγκη 
μιας εισαγωγικής μελέτης για την 
ταυτοποίηση κάποιας Υ-ειδικής αλληλουχίας 
του είδους αυτού. Στην παρούσα 
διπλωματική εργασία επιλέχθηκε η μέθοδος 
RDA (Representational Differential Analysis), 
καθώς επιτρέπει την απομόνωση ειδικών 
αλληλουχιών ενός DNA "tester" ξεκινώντας 
από μια δεξαμενή DNA αρκετά περίπλοκη, 
όπως είναι το γονιδιωματικό DNA (Lysitsin et 
al., 1993).
Μετά από μια πρώτη ανάλυση, τα 
περιοριστικά ένζυμα Dpnll, Mspl και Msel 
κρίθηκαν ως τα πιο κατάλληλα για να 
χρησιμοποιηθούν στη δημιουργία 
βιβλιοθηκών RDA. Από τα παραπάνω ένζυμα 
προέκυψαν θραύσματα του γονιδιώματος 
μοριακού βάρους μεταξύ 100 έως 1.000 bp, 
κατάλληλα για την εργασία αυτή.
Από τη βιβλιοθήκη Dpnll δεν ενισχύθηκε 
καμία αλληλουχία. Εν αντιθέσει, οι 
βιβλιοθήκες Mspl και Msel, αμφότερες, 
επέτρεψαν την ενίσχυση τουλάχιστον 
τεσσάρων αλληλουχιών, οι οποίες 
αναμενόταν να είναι Υ-ειδικές.
Για περαιτέρω ανάλυση επιλέχθηκε μόνο η 
βιβλιοθήκη Msel. Μια από τις αλληλουχίες 
αυτής της βιβλιοθήκης, η C1A, είναι αρκετά 
όμοια με ήδη γνωστές αλληλουχίες του 
Bactrocera oleae καθώς και άλλων ειδών του 
γένους Bactrocera. Πιο συγκεκριμένα, η C1A 
είναι όμοια με τις αλληλουχίες άλλων 
γονιδιακών περιοχών, όπως είναι αυτή της
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αλληλουχίας του προαγωγέα των γονιδίων 
ονοΑ και ονοΒ του Bactrocera oleae. 
Συγκριτικά με την Drosophila, ο δάκος 
εμφανίζει βιοχημικές και μορφολογικές 
διαφορές κατά την ωογένεση (Trougakos et 
al.; 1999), αλλά ομοιότητες στη δυναμική της 
ακτίνης (actin dynamics) (Nezis et al., 2001). 
To γονίδιο ονο είναι ο βασικός καθοριστής 
της ωογένεσης στη Μεσογειακή μύγα. Στην 
Drosophila, το γονίδιο ονο ανήκει στο 
σύμπλεγμα γονιδίων ovo/shavenbaby (svb) 
(Mevel-Ninio et al., 1991). Τα γονίδια 
ovo/svb έχουν εντοπιστεί και στο Bactrocera 
oleae, παρόλο που αυτά τα δυο είδη 
βρίσκονται φυλογενετικά μακριά (Diptera). 
Αυτό αποδεικνύει τη σημαντικότητα των 
γονιδίων στην οργάνωση του γονιδιώματος 
και στο πολύπλοκο πρότυπο μεταγραφής της 
αναπαραγωγικής σειράς και αποκαλύπτει το 
λόγο που διατηρήθηκαν τα γονίδια αυτά 
κατά τη διάρκεια της εξέλιξης (Khila et al., 
2003).
Στη Drosophila, τα γονίδια ovo/svb 
κωδικοποιούν την οικογένεια των 
μεταγραφικών παραγόντων C2H2 zinc- finger 
(δάκτυλα ψευδαργύρου) που απαιτούνται 
για την ανάπτυξη της αναπαραγωγικής 
σειράς και της επιδερμίδας. Το γονίδιο ονο 
απαιτείται ειδικά για την επιβίωση και 
σωστή διαφοροποίηση της θηλυκής 
γαμετικής αναπαραγωγικής σειράς (Busson 
et al., 1983 και Oliver et al., 1987) και το 
γονίδιο svb απαιτείται κατά τη διάρκεια της 
εμβρυογένεσης για τη δημιουργία της 
κορυφαίας ακρολοφίας στα επιδερμικά 
εμβρυϊκά κύτταρα (trichome patterning) 
(Payre et al., 1999; Wieschaus et al., 1984). 
Κατά την ωογένεση, υπάρχουν εναλλακτικοί 
προαγωγείς που παράγουν δυο διαφορετικά 
μετάγραφα του γονιδίου ονο. Τα μετάγραφα 
αυτά, τα Ονο-Α και Ονο-Β είναι δυο 
ισομορφές του γονιδίου και έχουν 
ανταγωνιστική δράση (Andrews et al., 2000 
και Mevel-Ninio et al., 1996). Η ισομορφή 
Ονο-Β ενεργοποιείται στο αρχικό στάδιο της 
ωογένεσης και προωθεί την ανάπτυξη της 
γαμετικής σειράς (Andrews et al., 2000; 
Mevel-Ninio et al., 1996). Ο μεταγραφικός
παράγοντας Ονο-Α έχει δράση καταστολέα 
και ενεργοποιείται στα τελικά στάδια της 
ωογένεσης (Andrews et al., 2000).
Ορθόλογα του συμπλέγματος των γονιδίων 
ovo/svb έχουν εντοπιστεί σε άλλα μετάζωα, 
όπως είναι το Caenorhabditis elegans 
(Johnson et al., 2001) καθώς και σε 
σπονδυλωτά (Chidambaram et al., 1997, Dai 
et al., 1998 και Masu et al., 1998).
To γεγονός λοιπόν ότι βρέθηκε η αλληλουχία 
C1A να παρουσιάζει ομολογία με τον 
προαγωγέα του γονιδίου ονο, ένα γονίδιο 
που παίζει ρόλο στην ωογένεση, αυξάνει τις 
πιθανότητες της αλληλουχίας να είναι Υ - 
ειδική. Φαίνεται, δηλαδή, ένας πιθανός 
ρόλος της αλληλουχίας C1A στο να 
συμμετέχει ή να αποτελεί μέρος 
μεταγραφικών παραγόντων που δρουν ως 
αρρενό- καθοριστικοί παράγοντες.
Η παρουσία όμοιων αλληλουχιών με το C1A, 
διασκορπισμένων στο γονιδίωμα του 
Bactrocera oleae, επιβεβαιώθηκε μέσω της 
ανάλυσης κατά Southern" εμφανίστηκε ένα 
πρότυπο ζωνώσεων τόσο στο DNA των 
αρσενικών ατόμων όσο και σε αυτό των 
θηλυκών. Παρόλο που χρησιμοποιήθηκε η 
ίδια ποσότητα του γονιδιωματικού DNA για 
την ανάλυση (5 μg), στην περίπτωση των 
αρσενικών το σήμα της υβριδοποίησης 
εμφάνισε μεγαλύτερη ένταση. Αυτό το 
δεδομένο θεωρήθηκε ενδεικτικό του 
γεγονότος ότι, μολονότι παρουσιάζονται σε 
όλο το γονιδίωμα, αυτές οι αλληλουχίες 
έχουν συσσωρευτεί στο χρωμόσωμα Υ του 
Bactrocera oleae.
Οι εκκινητές ClAf και ClAr σχεδιάστηκαν 
έτσι ώστε να ενισχύουν μια εσωτερική 
αλληλουχία της C1A, μεγέθους 188 bp και να 
μην περιλαμβάνουν τις αλληλουχίες που 
εμφάνισαν ομοιότητα μετά από ανάλυση με 
το πρόγραμμα Blastn με ήδη γνωστούς 
γενετικούς τόπους. Πράγματι, ο εκκινητής 
ClAr βρέθηκε να είναι ειδικός για την 
μοναδική αλληλουχία C1A, όπως δείχθηκε 
στις στοιχίσεις. Λόγω του γεγονότος αυτού, 
εικάστηκε ότι το προϊόν της ενίσχυσης μέσω 
PCR του γενωμικού DNA θα μπορούσε να 
προέρχεται μόνο από τα αρσενικά άτομα. Η
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αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 
(PCR) στο γονιδιωματικό DNA στα αρσενικά 
και θηλυκά άτομα του στελέχους του Ισραήλ 
επιβεβαίωσε ότι οι εκκινητές ClAf και ClAr 
λειτουργούν μόνο στο αρσενικό γενωμικό 
DNA και, επομένως, πιθανόν μόνο στο 
χρωμόσωμα Υ. Ωστόσο το μοτίβο της 
ενίσχυσης δεν περιλάμβανε μόνο τη ζώνη 
των 188 bp, αλλά ένα πρότυπο ζωνώσεων. Η 
ανάλυση της αλληλουχίας αυτών των ζωνών 
αποκάλυψε ότι ήταν πολλαπλάσιου 
μοριακού βάρους της αλληλουχίας των 188 
bp. Επομένως, στο χρωμόσωμα Υ του 
Bactrocera oleae, η αλληλουχία των 188 bp 
είναι μια εν σειρά (in tandem) επανάληψη. 
Δεδομένου ότι το μεγαλύτερο μέρος του Υ 
χρωμοσώματος αποτελείται από 
επαναλαμβανόμενα μεταθετά στοιχεία, το 
πρότυπο των πολλαπλάσιων ζωνών αποτελεί 
άλλο ένα ενδεικτικό στοιχείο που ενισχύει 
την άποψη ότι πραγματικά η αλληλουχία 
C1A προέρχεται από το Υ χρωμόσωμα.
Στο τελικό στάδιο, η μέθοδος της μοριακής 
ανίχνευσης του φύλου εξετάστηκε σε 
τέσσερα διαφορετικά στελέχη του 
Bactrocera oleae, δείχνοντας ότι η μέθοδος 
αυτή είναι ευρέως αξιοποιήσιμη για αυτό το 
είδος καθώς επιτρέπει τον καθορισμό του 
φύλου σε ένα δείγμα, ανεξάρτητα από τη 
γεωγραφική προέλευσή του.
Εν κατακλείδι, στην συγκεκριμένη μελέτη 
παρουσιάζεται μια πρώτη μέθοδος μοριακής 
ανίχνευσης του φύλου του Bactrocera oleae 
βασιζόμενη στην παρουσία της 
επαναλαμβανόμενης αλληλουχίας C1A στο 
χρωμόσωμα Υ.
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